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Die Rolle der Nebennieren bei Mangel an Vitamin B. 


Von 


A. v. Beznak. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1923.) 


Die Frage, wie die Vitamine auf den Korper wirken, hat schon 
wiederholt zu dem Gedanken gefithrt, daB diese Wirkung in einem 
Zasammenhang mit den Driisen der inneren Sekretion stehen kénnte!). 


Eine experimentelle Stiitze erhielt diese Annahme durch den Befund 
von Mc Carrison”), der zeigte, daB, wihrend bei dem experimentellen Vogel- 
beriberi (Mangel an Vitamin B) alle Organe mehr oder weniger an Gewicht 
verlieren, die Nebennieren stark hypertrophieren. Gleichzeitig nihme ihr 
Adrenalingehalt zu. 

Der erstere Befund wurde wiederholt bestitigt. Findlay*) fand bei 
Hiihnern und Tauben eine Hypertrophie der Nebennieren um 159 Proz., 
wahrend bei akut verhungerten Tauben auch eine Zunahme um 134 Proz. vor- 
handen war. Die Markzellen waren unverindert, die Rindenzellen zeigten 
eine Vermehrung des Lipoidgehaltes. Auch Kellaway*) bestatigt die Hyper- 
trophie der Nebennieren und die Zunahme des Adrenalingehaltes. Hefe 
verhindert sowohl das Auftreten der polyneuritischen Erscheinungen, 
als auch der Hypertrophie. Er findet, daB die Hypertrophie besonders 
die Rinde betrifft. Umgekehrt gibt jedoch Berg®) an, daB die Rinde 
atrophiere, waihrend das Mark hypertrophiere. Die Hypertrophie wurde 
bei Ratten bei Mangel an Vitamin B von Emmett und Allen*) beobachtet. 
Mc Carrison selbst brachte die Mehrproduktion von Adrenalin in Zusammen- 
hang mit dem Entstehen von Odemen bei Beriberi, zog aber dann diese 
Theorie wieder zuriick’). 


1) Siehe z. B. Verzdr und Bégel, diese Zeitschr. 108, 187, 1920. 

2) McCarrison, Proce. Roy. Soc. B. 91, 103, 1920; ref. Ber. ges. 
Physiol. 4, 63; ferner: Ind. Journ. of med. Res. 1919, 7; ref. bei Driel, 
Néer]. tijdschr. f. Geneesk. 64, 1350. 

8) M. Findlay, Journ. of Path. and Bact. 24, 175, 1921, nach Ber. ges. 
Physiol. 8, 413. 

4) Kellaway, Proc. Roy. Soc. 92, 6, 1921; nach Ber. ges. Phys. 7, 446. 

5) R. Berg, Die Vitamine 1922, 8. 104. 

8) Emmett und Allen, Journ. of biol. Chem. 1920, 8.41; nach Physiol. 
Abstracts 5, 240. 

7) Ber. ges. Physiol. 4, 65; nach Brit. med. Journ. 147, 1920. 
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2 A. v. Beznak: 


Kompliziert wurde jedoch diese ganze Frage durch den Befund vor 
Rondoni'), der auch beim experimentellen Skorbut (oder Pellagra) de: 
Meerschweinchen durch einseitige Fiitterung mit Mais eine Hypertrophi: 
der Nebennieren, daneben aber eine Abnahme des Adrenalingehalte- 
fand. Dabei mangelte jedoch nicht Vitamin B, sondernC. Das wurde dann 
auch von Mc Carrison*) sowie dem ,,Pellagra-Committee“ bestatigt. Erstere: 
néahm nun an, da Mangel an Vitamin B Hypertrophie mit Adrenalin 
mehrbildung, Mangel an C Hypertrophie mit Abnahme des Adrenalin 
gehaltes bedinge. 

Beim experimentellen Skorbut der Meerschweinchen sahen auch La Mer 
und Campbell*) eine Hypertrophie der Nebennieren. Ferner haben auch 
Befunde von Peiser*) eine Hypertrophie bei unzureichender, jedoch nicht 
direkt einseitiger Ernaihrung dieser Tiere erwiesen. 

Widersprechend lauten dagegen wieder die Untersuchungen von 
Svale Vincent und Hollenberg®), die glauben, daB die Hypertrophie der 
Nebennieren tiberhaupt nur durch die Inanition bedingt werde und ebenso 
auch an verhungerten Tieren gefunden werde. Auch die Befunde beim 
Menschen lauten nicht iibereinstimmend. Ohno*) beschreibt bei zwolf 
Beriberi-Leichen Markhypertrophie mit Zunahme des Adrenalingehaltes, 
wihrend Peiser’?) an 158 unterernihrten Leichen eine Abnahme des 
Adrenalingehaltes auf ein Drittel gegeniiber normal findet. Auch sollen die 
mit Adrenalindarstellung beschaftigten Fabriken bemerkt haben, da 
der Adrenalingehalt der Nebennieren der unterernihrten Tiere der Kriegs- 
zeit stark abgenommen hat. 


Aus dieser Ubersicht geht hervor, daB es erstens noch fraglich ist, 
ob die Hypertrophie der Nebennieren eine Folge des Vitaminmangels 
oder nur Folge der Inanition ist, und zweitens, wie sich der Adrenalin- 
gehalt verhalt. Diese zwei Fragen haben wir im folgenden untersucht. 
Weitere Fragen, welche Rolle die verschiedenen Vitamine dabei 
spielen usw., bleiben fiir weitere Untersuchungen vorbehalten. 

Die ganze Frage scheint uns von groBem Interesse zu sein, denn 
es ist wohl kaum ein anderer Fall bekannt, in welchem die Nebenniere 
spezifisch hypertrophiert, und es sind auBer den Degenerationen im 
Nervensystem sonst keine charakteristischen Verinderungen im avita- 
minés erkrankten Tierkérper bekannt geworden. Die Hypertrophie 
dieses Organs zur gleichen Zeit, wenn alle Organe atrophieren, ver- 
dient also weitgehendste Beachtung. Auf Anregung von Herrn Prof. 
Verzadr wurden deshalb die folgenden Versuche ausgefiihrt. 


1) Rondoni, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 197, 29; Rondoni und Mon- 
tagnani, Sperimentale 1915. 

2) McCarrison, Ind. Journ. of med. Res. 1919, S. 7. 

8) La Mer und Campbell, Proc. Soc. exper. Med. 18, 32, 1920; nach 
Physiol. Abstr. 6, 398. 

4) Peiser, Berl. klin. Wochenschr. 1, 628, 1922; Med. Klinik 18, 597, 
1922; Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 27, 234, 1922. 

5) Sv. Vincent und Hollenberg, Endocrinology 1921; nach Physiol. Abstr. 

6) Ohno, Mitt. d. med. Ges., Tokio 1917; nach Driel, 1. ec. 

7) Peiser, |. c. 


wae rst ns TEE ae 








I 
Orgal 
der N 
ander 
im E 

] 


befan 
Avita 
] 
wie 8 
Verg 
beha’ 
tropl 
tropl 
erhal 
dann 
wurd 
reihe 
gefiit 
Tiere 
Taul 
weil 
aviti 


futte 
nock 
gela 
zu f 
éfte 
Kra 
blut 


inte 


nie! 
Wi 
wie 
halt 
wal 
abr 
ver 
gar 
um 
un 
En 
ist 
un 


die 





Vor 


de: 


phi 


utes 
lann 


ere! 
slin 
lin 


Wer 


uch 
cht 


von. 
der 
so 
im 
olf 
es, 
les 
lie 

als 











Rolle der Nebennieren bei Mangel an Vitamin B. 3 


Methodik. 

Die Untersuchungen teilen sich in zwei Gruppen. Erstens wurden 
Organgewichtsbestimmungen gemacht, um die Anderung des Gewichts 
der Nebennieren zu kontrollieren und in Parallele mit der Gewichtsaénderung 
anderer Organe zu setzen. Zweitens wurden Adrenalinbestimmungen 
im Extrakt der Nebennieren gemacht. 

Die Versuche sind an tiber 40 Tauben ausgeftihrt worden. Darunter 
befanden sich zehn normale Kontrolltiere und 19 Tiere mit schwerer 
Avitaminose. 

Der allgemeine Versuchsplan war, da8 zuerst untersucht werden sollte, 
wie sich die Nebenniere bei vollstindigem Vitaminmangel verindert. Ein 
Vergleich dieser beiden Versuchsreihen muBte das kliren. Da aber 
behauptet worden war, dafi die Inanition allein die Ursache der Hyper- 
trophie sei, so wurde untersucht, ob die Nebennieren auch dann hyper- 
trophieren, wenn das Tier hungert, daneben aber Hefe als Vitamin B 
erhalt. War der Mangel an Vitamin B die Ursache der Hypertrophie, 
dann durfte in dieser Reihe keine Hypertrophie eintreten. Hierzu 
wurden 6 Tauben benutzt. Dann wurde auch noch eine vierte Versuchs- 
reihe gemacht. In dieser sollten die Tiere nur mit Reis und mit Hefe 
gefiittert werden. Dabei diirfte keine Avitaminose ausbrechen, und die 
Tiere sollten sich wie normale benehmen. Diese Versuchsreihe an fiinf 
Tauben ist insofern miBgliickt, als die Tiere nicht ganz gesund blieben, 
weil ihre Ernihrung doch ungeniigend war. Die Befunde an diesen ,,latent 
avitaminésen Tieren“ zeigen aber sehr lehrreiche Uberginge (s. unten). 

Die Ernihrung der normalen Tiere bestand aus Mais, Brot und Griin- 
futter. Die avitaminésen Tiere erhielten nur geschalten Reis, der vorher 
noch autoklaviert wurde. Es wurde taglich 50g gegeben und das Ubrig- 
gelassene zuriickgewogen. Wenn die Tiere nach einigen Tagen aufhérten 
zu fressen, so wurden sie gestopft. Temperatur und Koérpergewicht wurden 
éfters kontrolliert. Gewéhnlich erwarteten wir das Auftreten schwerer 
Krampfe. Dann wurde das Tier aus der Fliigelvene oder der Carotis ent- 
blutet. Eine genaue Sektion kontrollierte, ob die Todesursache nicht eine 
interkurrente Krankheit war. 


Organgewichte. 

Das Gewicht der folgenden Organe wurde bestimmt: 1. Beide Neben- 
nieren, 2. Pankreas, 3. Thyreoidea, 4. Leber, 5. Gehirn, 6. Herz, 7. Magen. 
Wir haben also auch das Gewicht von anderen Organen bestimmt, ebenso 
wie das schon andere Autoren, Funk, Abderhalden usw., taten. Das Ver- 
halten der Nebennieren muBte so um so auffallender werden. Insbesondere 
wahlten wir ein Organ, dessen Gewicht auch bei starker Abmagerung nicht 
abnimmt, um einen Standardwert zu besitzen, mit dem die Organgewichte 
vergleichbar waren. So kann man umgehen, das Organgewicht mit dem 
ganzen Kérpergewicht zu vergleichen. Letzteres nimmt bei Avitaminose 
um ein Drittel ab. AuBerdem beteiligen sich am Koérpergewicht die Federn 
und der Darminhalt, wodurch dieses zu einer sehr unsicheren Zahl wird. 
Ein Organ, das auch beim Hungern sehr konstant sein Gewicht behialt, 
ist der Augen-Bulbus'). Schon die konstante Funktion reiht den Bulbus 
unter jene Organe, die beim Hungern an Gewicht nicht verlieren konnen. 


1) Sein Gewicht betrug itn Mittel von 40 Bestimmungen 1,171 g, wobei 
die Mittel der verschiedenen Gruppen um <= 0,09 g schwanken. 
|* 
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4 A. v. Beznak: 


Wir haben also das Gewicht der Nebennieren und zum Vergleich auch 
jenes des Pankreas in Prozenten des Bulbusgewichtes ausgedriickt. 

Der Vergleich findet also gegeniiber einem Organ statt, das am Ende 
des Versuchs dasselbe Gewicht hatte wie am Anfang, als das Tier noch 
gesund war. 

Die Resultate sind in fiinf Tabellen zusammengestellt (Tabelle I bis V) 
Aus Tabelle I, aus Organgewichten von 10 Normaltieren sei hervorgehoben, 
dai das Durchschnittsgewicht der Tiere 260 g war, das Gewicht der Neben- 
nieren betrug 0,0386 g, d. h. 3,4 Proz. des Bulbus, waihrend das Pankreas 
109 Proz. Bulbusgewicht hatte. 


Tabelle I. Normale Tiere. 








Relat 
oe Gewicht in g Gew. 
os : Proz 

Nr. a a a | jes a 

Moe —— — a; cal Leber Niere Gehirn| Herz | Magen | Bulbus 2s § 3 

g | | [ sy ™ 

1 || 287) 0,0330,1,5300, — | 5, 9520) 2, 4870 1,6516 3,6316 10,6000'0,7306 | 4,5 209 

2 | 236) 0; ,0434)1,2500; — | 4,5500) — {1,9359'3 ,4850 7 57850) 1 0800 4.0115 

3 || 315) 0.0352 0, 7300, — | 6, 1396/1,7474)1, 7236 3,4266 ,2426/1,1298 | 3,1 64 

4 || 288) 0,0390 0, 9300; — | 3 8888 1 3922 1,7026 | 2,7250 7 5444) 1,0714 |3,6 87 

5 || 232! 0, 0572, 10, 6400, — 5, 9034 1, 5990 2 '0320 2,6930 8, 2470 1 12280 4, 6 52 
6 | —'0,0504' — | — 

7 | 282, 0,0362/1,0808 0, 0450) 10,9200, — = hes 8300.2, 8345, 10, 3500 1 0936 | 3; 3 99 

250 0,0383 L 1396) 0, 0560) 86810, — il, 9154 3, 4380) 10, 5800) 1, 0704 | 3.5 5 106 

9 | 279) 0,0260 1 887010, 029 | 6, 1950) a iL, 9854 3, 9820) 9,1950 1,22: 34/ 2.1158 

10 | 226) 0,0280, 1 (0466, 0, 029 | 4,4570| — |1,9720)3, '3980| 9, 1660 1 1236 | 2.4) 93 


Mittel 260, 0,0386 1,1371,0,0397| 6 ,2985)1,8064! 1,8609 3.3459) 8,9677 1,0834 3,4 109 


In Tabelle IT sind dieselben Daten fiir die avitaminésen Tauben ver- 
zeichnet. Bei allen Tieren hat das Kérpergewicht abgenommen. Im Durch- 
schnitt von 309 auf 231 g. Wesentliche Gewichtsabnahme zeigen die Mittel- 
werte von Thyreoidea, Pankreas, Leber, Herz, Magen. Keine Gewichts- 
abnahme zeigt die Niere, Gehirn und Bulbus. Das einzige Organ, dessen 
Gewicht bedeutend zugenommen hat, ist die Nebenniere. Das absolute 
Gewicht betragt im Mittel 0,1125g. Wiahrend sie normal 3,4 Proz. des 
Bulbus betragen, sind sie hier auf durchschnittlich 9,6 Proz. gewachsen, 
also auf das Dreifache. Zum Vergleich sei das Pankreasgewicht angefiihrt, 
das von 1,1371 g auf 0,6856 g bzw. von 109 Proz. auf 55 Proz. Bulbus- 
gewicht, also auf die Halfte abnahm. 

Die Grenzwerte fiir das Gewicht der Nebennieren liegen bei normalen 
Tauben zwischen 0,0260 und 0,0572 g. Bei avitaminésen Tieren zwischen 
0,0540 und 0,2036 g. Wahrend bei den normalen Tieren nur 3 von 10 iiber 
dem Mittelwert liegen und somit in die Nahe der niedrigsten avitaminésen 
Werte kommen, liegen von den Gewichten der Nebennieren von avitaminésen 
Tieren unter 19 Fallen nur 2 in der GréBenordnung des héchsten normaler 
Wertes (0,0540 bzw. 0,0586 g). Alle anderen 17 Werte liegen bedeutend 
hoher. 

Auch das reletive Gewicht der Nebennieren zum Bulbus, welches 
bei normalen Tieren zwischen 2,1 bis 6,0 Proz. fallt, liegt bei avitaminésen 
Tieren zwischen 4,2 bis 23,4 Proz. Auch hier fallen nur 2 Werte unter die 
héchsten normalen Werte. 
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A. v. Beznak: 


Wenn man die starke Abnahme der anderen Organe betrachtet, speziel| 
die des Pankreas und der Thyreoidea, so wird man mit Recht vermuten, 
daB der Nebenniere hier eine ganz spezielle wichtige Rolle zukommt. 
Immerhin zeigen sich sowohl im absoluten wie relativen Gewicht der 
Nebennieren groBe Differenzen. Wir kénnen keine Anhaltspunkte dafiir 
geben, woher das stammt. McCarrison gibt an, daB bei d6dematéser 
Beriberi die Nebennieren starker vergréS8ert sind als bei trockener. Wir 
konnten keine Odeme an unseren Tieren bemerken. 

Tabelle III zeigt die Ergebnisse der Tierreihe B. Diese Tiere hungerten, 
erhielten aber tiglich eine Pille, bestehend aus 2g lufttrockener Hefe, 
die bekanntlich sehr reich an Vitamin B ist. Es war behauptet worden 
daB die Nebennieren-Hypertrophie auch bei hungernden Tieren vorkommt. 
Nun mangelt es aber diesen ja auch an Vitamin B. Es ist also méglich, 
daB auch bei diesen nur der Mangel an Vitamin B den Ansto8 zur Hyper- 
trophie gibt. Wurde diesen Tieren jedoch Hefe gegeben, so war zu erwarten, 
daB jetzt die Hypertrophie trotz der Inanition ausbleibt. Das war tat- 
sachlich der Fall. 

Trotzdem das Kérpergewicht dieser Tiere wahrend des 4 bis 9 Tage 
langen Hungerns sehr bedeutend, von 316 auf 195g, abgenommen hat, 
hat das Gewicht der Nebgnnieren nicht zugenommen. Es betragt im Mittel 
0,0367 g bzw. 3,1 Proz. Bulbusgewicht, ist also unverandert. 

Durch diese Versuchsreihe ist der Beweis erbracht, daB die Ursache 


‘der Hypertrophie der Nebennieren beim Hungern auch der Mangel an 


Vitamin B ist. Verabreichung desselben verhindert die Hypertrophie voll- 
standig. 

In dieser Versuchsreihe haben wir versucht, Tauben nur mit Reis und 
Hefe am Leben zu erhalten. Letztere wurde in lufttrockenen Pillen von 
2g Gewicht in den Schnabel gegeben. Abderhalden hat auf diese Weise 
Tauben viele Monate lang am Leben erhalten. Wir erwarteten, da diese 
Tiere gesund bleiben wiirden und auch keine Veranderungen der Neben- 
nieren zeigten. Es gelang uns aber nicht, die Tiere ganz gesund zu erhalten. 
Wabrscheinlich waren unsere Hefepillen weniger vitaminhaltig als die 
von Abderhalden (leider haben wir versiumt, das Trockengewicht zu be- 
stimmen). 

Wir miissen hier die einzelnen Tiere besonders besprechen. Nr. 38 war 
vom 4. November bis 29. Januar mit Reis und Hefe gefiittert worden. 
Es starb, ohne da8 Krampfe und Lahmungen aufgetreten waren. In den 
letzten 25 Tagen hat sich auch das Kérpergewicht nicht vermindert, dagegen 
sank in der letzten Zeit die Temperatur. 

Nr. 40 war seit 4. November gefiittert worden und bekam trotz der 
Hefefiitterung allerdings erst nach 80 Tagen am 24. Januar typische 
Krampfe. Eine groBe Dosis Hefepillen brachte die Krampfe zum Ver- 
schwinden. Am 27. Januar wurde ein Tremor der Fliigel beobachtet. 
Trotz normaler Kérpertemperatur befand sich dieses Tier augenscheinlich 
in einem Zustand latenter Avitaminose, immer an der Grenze des Aus- 
bruches der Krampfe. Am 28. Januar wurde es getitet. 

Nr. 39 war ebenso gefiittert wie die vorigen und zeigte einmal Krampfe 
und Kopfnystagmus. Es mu8 angenommen werden, da8 dieses Tier ebenso 
wie seine beiden Genossen latent avitaminés war, und es wurde deshalb 
getétet am 87. Tage der Fiitterung. 

Nr. 36 und 37 derselben Versuchsreihe wurden bereits am 43. Fiitterungs- 
tag getétet, ohne daB sie noch Erscheinungen gezeigt hitten. Nr. 37 hat 
zuletzt stark abgenommen. 
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8 A. v. Beznék: 


Bei allen diesen Tieren ist also zwar die Beriberi nicht zur gewohnten 
Zeit ausgebrochen, sondern sie konnten zum Teil drei- bis viermal so lang: 
am Leben erhalten bleiben, dennoch zeigen die erwahnten Befunde, dat; 
die Tiere nicht genug Vitamin B erhielten, und wir betrachten sie deshalh 
mit Recht nicht als normale gesunde, sondern als latente avitaminése Tiere 

Aus diesem Grunde werden auch die in Tabelle TV zusammengestellten 
Resultate verstiindlich. Aus diesen geht hervor, daB die Nebennieren bei 
allen diesen Tieren (auBer bei Nr. 36) an Gewicht zugenommen haben, 
im Mittel auf 0,0627 g, relativ von 3,4 Proz. auf 5,0 Proz. Diese Zunahme 
liegt zwischen den normal und den schweren Beriberi-Werten. Sie sind 
nicht so hoch wie letztere, entsprechend dem leichteren Zustand der Tiere. 

Aus den Mittelwerten aller vier Versuchsreihen ist die Tabelle V zu 
sammengestellt, in welcher zum Vergleich auch die Mittelwerte fiir das 
Pankreas angegeben sind. 


Tabelle V. 
Mittelwerte. 





Korpergewicht Nebennierengewicht Pankreasgewicht 


Versuchsreihe 


lam Anfang am Ende absolut. ‘relativ absolut relativ 
g g g Proz. g Proz. 
. Normale Tiere. . 260 _ 0,0386 3,4 || 1,1371 109 


. Hungernd, mit Vita- | 
min B. (Hefe) . . | 316 195 | 0.0367) 31 | 06420 57 
Latente Avitaminose ? 255 | 0,0627 5,0 | 0,7941 62 
. SchwereAvitaminose | 309 231 = || 0,1125 9,6 0,6856 55 


Q we 


— 
—_ 


Es geht sehr deutlich hervor, daB gegeniiber den Normalen bei Hunger 
mit Vitamin-B-Fiitterung die Nebennieren normal bleiben, bei latenter 
Avitaminose wenig, bei schwerer jedoch fast aufs Dreifache hypertrophieren. 
Das Korper- und Pankreasgewicht nimmt umgekehrt in den drei letzteren 
Fallen ab. 


Der Adrenalingehalt der Nebennieren. 


An den Nebennieren der oben besprochenen Tiere wurden Adrenalin- 
bestimmungen gemacht. Wir haben, ebenso wie Mc Carrison, eine bio- 
logische und eine chemische Methode benutzt. Die erstere war die Methode 
von Laewen-Trendelenburg), die zweite die von Folin, Cannon und Denis?) 
angegebene kolorimetrische Methode. Zur letzteren benutzten wir als 
Vergleichslésung frische Adrenalinlésung (Heisler). Es wurde ein Dubosque- 
Kolorimeter benutzt. An reinen Adrenalinlésungen gaben beide Methoden 
gut libereinstimmende Resultate. Dagegen waren die Resultate an Neben- 
nierenextrakten gelegentlich sehr verschieden, was daher stammen diirfte, 
da8 auch andere Substanzen diese Reaktionen geben. Vor kurzem hat im 
pharmakologischen Institut in Rostock Maiweg*) gleichfalls gefunden, 
da8 die koloriaetrische Methode ,,bei der Priifung von Nebennierenausziigen 


1) Trendelenburg, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 179, 154, 1915. 
*) Folin, Cannon, Denis, Amer. Journ. of Physiol. 18, 476, 1912. 
3) Maiweg, diese Zeitschr. 184, 292, 1922. 
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Rolle der Nebennieren bei Mangel an Vitamin B. 9 


sehr ungenaue Resultate gibt...‘* Die Nebennieren wurden teils nach 
Biedl') mit 2 Proz. Essigsiure 24 Stunden lang extrahiert (Tier Nr. 21 bis 
29). Vor der Priifung am Froschpraparat wurde die Lésung mit n/10 NaOH 
auf py 7,4 gebracht. Sonst wurde nach Folin mit n/10 HCl extrahiert, 
mit Pb-Acetat gefallt, aufgekocht und verdiinnt und derselbe Extrakt 
nach beiden Methoden untersucht. 


Tabelle VI. 
Adrenalingehalt nach Methode Trendelenburg. 














Normale Tiere. Avitaminése Tiere. 
Adrenalin Adrenalin 
Nr. Nebenniere Nr. Nebenniere 
mg Proz. mg Proz. 
45 0,099 0,29 1} 0,180 2 0,16 ? 
46 0,150 0,61 13 0,078 0,04 
47 0,086 0,36 15 0,031 0,05 
48 0,075 0,22 19 0,142 0,16 
49 0,115 0,37 ° 21 0,100 0,11 
6 0,180 0,36 22 0,020 > 0,01 
7 0,077 0.21 23 0,017 0,02 
8 0.057 0.15 24 0,002 0,002 
10 0,059 0,21 25 0,227 2 0,16? 
. 26 0,009 0.01 
Mittel 0,100 031 27 0.002 0.01 
28 0,00001 0.0001 
29 0,250 0,34 
Mittel 0,081 0,08 
Hungertiere mit B-Vitamim. Latente Avitaminose 
Adrenalin Adrenalin 
Nr. Nebenniere Nr. Nebenniere 
mg Proz. mg Proz. 
aa am * 
30 0,050 0.09 a6 pe pc 0,19 
¢ gps . 37 0,075 0,08 
32 0,125 0,39 ’ 
ap apne pe 38 0,025 0,04 
33 0,125 0,62 39 0 033 006 
34 0,500 0,39 ~ = = 
35 0,044 0,08 Mittel 0,052 0,09 
Mittel 0,079 0,32 


Tabelle VI zeigt die Resultate in allen vier Versuchsreihen nach der 
Methode von Laewen-Trendelenburg, und Tabelle VII jene nach der Methode 
von Folin. In Tabelle VIII sind alle Mittelwerte zusammengefaBt. 

Wir fanden bei normalen Tieren 0,31 bzw. 0,32 Proz. Adrenalin. Dieser 
Wert stimmt mit den in der Literatur bekannten Werten bei anderen 
Tierarten gut iiberein. Die Adrenalinmengen bei schwererer Avitaminose 
sind nach beiden Methoden etwas geringer als normal. Ganz sicher ist, daB 
sich durchaus keine Vermehrung des Adrenalingehaltes nachweisen lieS. 


1) Biedl, Innere Sekretion 1, 428, 2. Aufl. 















































10 A. v. Beznak: 
Tabelle VII. Adrenalingehalt nach der Folin-Methode. Norma) 
Normale Tiere. Avitaminése Tiere. eine . 
—— nn ~ - 7 halb x 
Adrenalin \| Adrenalin aus un 
Nr. Nebenniere Nr, || Nebenniere po betrugt 
mg | Proz. mg Proz. sind, ¢ 
; um Mi 
45 0,104 0,30 1] 0,077 ? 0,07 so sch 
46 0,176 0,72 12 | 0,032 0,06 'Webeex 
47 0,091 0,38 13 || ~ =0,073 0,04 | wae 
48 0,092 | 0,27 14 | 0039 | 0,03 weet 
49 0,075 0,24 15 || 0,042 0,07 | , 
6 0,098 0,19 16 | 0052 | 0,8 tisss 
7 0,081 0,22 18.21) 0,086 0,07 nueren, 
8 0,056 0,15 19 0,145 0,17 : prozen 
9 0,135 0,52 20 0,043 0,07 daB w: 
7 > Retreat 
ej] oe 0,21 Mittel 0,065 0,06 D 
Mittel . 0,097 0,32 | durch 
Befun 
Hungertiere mit B-Vitamin. Latente Avitaminose. / und ¢ 
; : — Hyper 
Adrenalin Adrenalin Peiser 
Nr. Nebenniere Nr. Nebenniere schein 
mg Proz. mg Proz. stamr 
Sar Adret 
30 0,052 0,09 36 0,104 0,26 . 
32 0,100 | 0,31 37 0,108 0,12 troph 
33 0,106 0,57 38 0,053 | 009 kann. 
34 0,079 0,63 39 0,166 0,30 Nerve 
_ 8 0,120 0,23 40 0,101 0,16 Pai 5p 
Mittel 0,091 0,36 Mittel 0,105 0,18 I 
norm: 
Tabelle VIII. Mittelwerte. des G 
kein 
‘ i Proz. Adrenalin in de | Nebe 
mg Adrenalin nach Nebenniere nach ‘ ;  daB « 
Trendelenburg Folin i Trendelenburg Folin wax 
Normale Tiere. ..... |} 0,100 | 0,097 031 | 0,32 | Mogi 
Hungertiere mit B-Vitamin | 0,079 | 0,091 0,32 0,36 i niere 
Latente Avitaminose. . . | 0,052 | ~—0,105 0,09 | 018 , Gow] 
Schwere Avitaminose .. | 0,081 | 0,065 0,08 0,06 i P 
‘ gesto 
Vergleichen wir unsere Befunde mit denen von M cCarrison'), so finden o ° : 
wir, daB er nach der Methode von Folin fiir den normalen Adrenalingehalt bata 
0,0554 g findet, gegeniiber unserem Wert von 0,097 g, d. h. 0,24 Proz. gegen- ping 
iiber unserem 0,32 Proz. Die Ubereinstimmung ist also geniigend, jedoch va 
liegen unsere Werte héher. re z 
Nun findet er aber bei trockener Beriberi 0,076, bei hydropischer 2 
Beriberi 0,121 g Adrenalin, waihrend wir bei latenter Form 0, 105, bei schwerer _ 
0,065 g finden. Hier besteht also ein Gegensatz zwischen unseren Zahlen. _ 
Denn wihrend er besonders bei der 6dematésen Form gegeniiber seinen 
") Ber. ges. Physiol. 4, 63. 20. 
) 
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Rolle der Nebennieren bei Mangel an Vitamin B. 1] 


Normalwerten eine starke Zunahme findet, tritt bei uns umgekehrt eher 
eine Abnahme ein, keinesfalls eine Zunahme. Es ist méglich, daB wir des- 
halb keine Steigerung sahen, weil wir auch keine Odemformen sahen, die 
aus unbekannten Griinden bei Mc Carrison die Hialfte aller Erkrankungen 
betrugen. Aber es,scheint tiberhaupt fraglich, ob die Unterschiede so groB 
sind, daB man daraus weitgehende Folgerungen ziehen darf. Da es sich 
um Mittelwerte aus sehr verschiedenen Einzelbestimmungen handeln diirfte, 
so scheint uns ein Zweifel berechtigt. Prozentual auf das Gewicht der 
Nebennieren berechnet, sinkt bei Beriberi der Adrenalingehalt auch in 
den Versuchen von Me Carrison von 0,24 auf 0,18 Proz. 

In unseren Versuchen sinkt der prozentuelle Adrenalingehalt deshalb 
so stark, weil, nachdem die Adrenalinmenge sich nicht vermehrt, das Neben- 
nierengewicht dagegen auf das Dreifache steigt, selbstverstiindlich der 
prozentuelle Adrenalingehalt sich stark vermindern mu8; daher kommt es, 
da8 wir bei schwerer Avitaminose nur 0,08 bzw. 0,06 Proz. Adrenalin finden. 

Das Verhalten der Adrenalinbildung in unseren Versuchen weist also 
durchaus nicht auf eine Mehrbildung von Adrenalin. Im Gegenteil, unsere 
Befunde bei Mangel an Vitamin B zeigen dasselbe Verhalten, wie es Rondoni 
und auch Mc Carrison beim experimentellen Skorbut gefunden haben. 
Hypertrophie mit Abnahme des Adrenalins. Auch die Kranken von 
Peiser usw. zeigten Abnahme des Adrenalingehaltes. Die Ursache der 
scheinbaren Zunahme des absoluten Adrenalingehaltes bei Me Carrison 
stammt also daher, daB er fiir normale Tiere einen zu niedrigen Gehalt an 
Adrenalin angibt. 

Sicher ist, daB typische experimentelle Beriberi der Tauben mit Hyper- 
trophie der Nebennieren, aber ohne Mehrbildung von Adrenalin einhergehen 
kann. Beziiglich der Odeme verfiigen wir iiber keine Erfahrungen. Die 
Nerven- und Stoffwechselerscheinungen treten aber in bekannter Weise 
auf, ohne daB der Adrenalingehalt vermehrt wire. 

Es ist sehr gut denkbar, daB in unseren Versuchen das Mark seinen 
normalen Adrenalingehalt behielt, was sich aus der ziemlichen Konstanz 
des Gehaltes folgern laBt. Wenn die Hypertrophie nur die Rinde betrifft, die 
kein Adrenalin bildet, so wird der-prozentuale Adrenalingehalt der qganzen 
Nebenniere sich vermindern. Es sind Anhaltspunkte dafiir vorhanden, 
da die Hypertrophie sich in erster Linie auf die Rindensubstanz bezieht, 
doch ist das noch unentschieden. 

Dieser letzteren Unsicherheit gema kénnen wir uns zwei verschiedene 
Moglichkeiten denken. Entweder ist eine Hypertrophie der ganzen Neben- 
niere vorhanden, wobei im Gegensatz zu Mc Carrison eine Verminderung 
der Adrenalinbildung einhergeht, oder aber die Adrenalinbildung ist un- 
gestort, dagegen hypertrophiert die Rinde, und die prozentuelle Abnahme 
des Adrenalins ist nur scheinbar. Keine Anhaltspunkte waren in unseren 
Versuchen fiir die Annahme einer Mehrproduktion von Adrenalin. Zur 
Beurteilung des Zusammenhangs zwischen den Ursachen und Erscheinungen 
der Beriberi und der Hypertrophie der Nebennieren mu vor allem ent- 
schieden werden, ob tatsichlich nur die Rinde hypertrophiert. Dann fadllt 
die Frage nach der Bedeutung cieser Hypertrophie zusammen mit dem noch 
ungeklarten Problem der Funktion der Nebennierenrinde'). In dieser Richtung 
werden weitere Untersuchungen ausgefiilrt. 


1) 8. Verzdr und Bezndk, Mitt. d. wiss. St. Tisza-Gesellsch. in Debreczen 
20. ITI. 1923. Hier wurde diese Theorie entwickelt. 


























12 A. v. Beznak: Rolle der Nebennieren bei Mangel an Vitamin RB, 


Zusammenfassung. 

1. Die Nebennieren von Tauben vergréBern sich in Bestatiguny 
des Befundes von McCarrison bei experimenteller Beriberi (Mang: | 
an Vitamin B) auf das Zwei- bis Dreifache. 

2. Das Korpergewicht, sowie das Gewicht von Pankreas, Thyreoi- 
dea, Leber, Magen nimmt stark ab. 

3. Zum Vergleich wurde ein Organ gewahlt, dessen GréBe auch 
bei Inanition konstant bleibt, der Bulbus. Die Nebennieren ander) 
ihr Gewicht im Verhiltnis zu diesem von 3,4 auf 9,6 Proz. 

4. Die Hypertrophie der Nebennieren beruht nicht auf Inanition 
Denn wenn man die Tiere hungern 1a8t und nur mit Hefe, als Quelle 
von Vitamin B, fiittert, so tritt der Tod ein, ohne daB es zur Hyper- 
trophie kommt. Die Ursache ist also der Vitaminmangel. 

5. Im Gegensatz zu McCarrison nahm der Adrenalingehalt der 
Nebennieren nicht zu, sondern eher ab. Das wurde sowohl nach Laewen- 
Trendelenburg, als kolorimetrisch nach Folin gezeigt. Das Wesen der 
Beriberi hat also nichts mit einer Adrenalinmehrproduktion zu tun. 

6. Dagegen wird auf eine Rolle der Rindensubstanz hingewiesen. 








(Aus 4d 


E 
reakti 
nieder 
Milieu 


D 
Objek 
haben 
zuckel 
dieser 
Verza 
wechs 
unter: 
Bedin 
reakti 
hervo 
Nahr! 
Enda 
H’-K 

] 
funde 
Ande 
Richt 
Endr 
daB « 
Geles 
Zwei 
die u 
(4a). 
ganz 
diese 


‘in RB, 


iguny 


an ge] 
T@O)- 


auch) 
dern 


tion 
elle 
per- 


der 
ven- 
der 
un. 
en. 























Die Stoffwechsel-Regulation durch Saure bei Bac. coli comm. 
Von 
F. Verzar, J. Nabraezky und Y. Szanyi. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat in Debreczen.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1923.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einer der wichtigsten Faktoren der Regulation von Enzym- 
reaktionen, ebenso wie von komplizierteren Stoffwechselvorgaingen bei 
niederen und héheren Organismen ist bekanntlich die Reaktion des 
Milieus. 


Das Wachstum und der Stoffwechsel von Bakterien sind ein vorziigliches 
Objekt zum Studium dieses Einflusses. Schon Michaelis und Marcora (1) 
haben angegeben, daB der Regulator fiir die Milchséurebildung aus Milch- 
zucker bei Bac. coli comm. die H’-Konzentration der Lésung ist und dah 
dieser ProzeB stehenbleibt, wenn die H'-Konzentration 1,10—5 erreicht hat. 
Verzdr und Bégel (2) (3) haben eingehende Untersuchungen tiber die Stoff- 
wechselregulation bei Bac. coli gemacht und dabei auch die Saurebildung 
untersucht. Sie fanden durch Titration unter gleichen bzw. vergleichbaren 
Bedingungen sehr konstante Endaziditaten. Bei verschiedener Ausgangs- 
reaktion bleibt die Saurebildung aus Traubenzucker, wie aus ihren Kurven 
hervorgeht, bei derselben titrierten Aziditaét stehen. Bei verschiedenen 
Nahrbéden und verschiedenen Stiimmen fanden sie oft Unterschiede in der 
Endaziditat, was aber bei ihrer Fragestellung nicht stérte. Die Rolle der 
H’-Konzentration wurde nicht untersucht. 

Demgegeniiber hat Whyatt (4), ohne unsere Versuche zu kennen, ge- 
funden, da® ,,eine Anderung in der Anfangsreaktion des Mediums auch eine 
Anderung der Endreaktion der Kultur zur Folge hat, welche in derselben 
Richtung liegt, aber von geringerer GréBe ist. Eine charakteristische 
Endreaktion gebe es also gar nicht. Auch sonst wurde wiederholt bemerkt, 
daB dasselbe Bakterium in verschiedenen Nahrbéden und bei verschiedenen 
Gelegenheiten nicht bis zur selben H’-Konzentration Saure bildet, so daB 
Zweifel an der Bedeutung dieser wuchsen. Es war ja méglich. daB auch 
die undissoziierte Saure oder das Siureanion von EinfluB ist (siehe van Dam) 
(4a). Man kann Versuchsanordnungen treffen, die ohne weitere Analyse 
ganz in letzterer Richtung erklirbar sein kénnten (siehe z. B. Versuch I 
dieser Arbeit). 




















14 F. Verzar, J. Nabraczky u. V. Szanyi: 


In den letzten Jahren haben einige amerikanische Arbeiten von Clark | 
Jones (6), Kligler (7) und Wolf (8) sowie Howard Brown (9) diese Frag: 
wesentlich geklart, indem sie auf die Pufferung der Nahrlésung hinwies 
und zeigten, daB diese von wesentlichem Einflu8 auf die Saurebildung is: 
Letzterer hat den Puffergehalt der Nahrlésungen fiir so wesentlich gehalte: 
da er ein besonderes MaB hierfiir, den ,,Pufferindex’ einfiihrte. 


Bei der groBen allgemein biologischen Bedeutung, welche der 
Stoffwechselregulierung durch Saiure zukommt, haben wir diese Frage 
so untersucht, da wir eine Versuchsanordnung wiahlten, die in iiber- 
sichtlicher, geradezu schematischer Weise die Wirkung der Puffer- 
substanzen auf die GréBe der Siurebildung demonstrieren und ein 
sichere Entscheidung zulassen sollte, ob die H’-Konzentration der 
Regulator der Séurebildung ist. Es sollte die Saurebildung aus Trauben 
zucker in pufferarmen und pufferreichen Lésungen gepriift werden. 

Zu diesem Zwecke wurden Versuche an Bac. coli comm. gemacht, 
dessen Saiurebildung aus Traubenzucker untersucht wurde. Als Nahr 
boden wurde gewohnliche Laboratoriumsbouillon benutzt, die aus 
Fleischbrithe aus 500g Fleisch, auf 1000 cem Wasser und dazu 10 ¢ 
Pepton und 5g NaCl hergestellt war. Zu diesem pufferarmen Nahr- 
boden wurde dann, um einen pufferreichen Naihrboden zu haben, in 
manchen Versuchen Iproz. NaH,PO, hinzugesetzt. Als Quelle zur 
Saurebildung wurde Traubenzucker gewaihit. Mittels n NaOH bzw. 
n HCl wurde sowohl die pufferarme als die pufferreiche Lésung aut 
verschiedene Aziditaét gebracht. 

Unsere Versuche sind an verschiedenen Kolistammen in 13 Ver- 
suchsreihen ausgefiihrt, von denen jede Bestimmungen an zahlreichen 
Proben mit verschiedener Ausgangsreaktion enthilt. Als Beispiel 
werden, da die Versuche ganz iibereinstimmende Resultate gaben, nur 
vier Versuchsreihen an Stamm III mitgeteilt. Die Versuchsresultate 
sind in Kurvenform wiedergegeben. Es wurde immer so vorgegangen, 
daB fiinf bis sechs Proben derselben Bouillon teils mit, teils ohne Puffer 
auf verschiedene Reaktion gebracht und dann bei 37°C geziichtet 
wurden. Nach 1, 2, 3 und 4 Tagen wurde dann die Aziditait gemessen. 

Die Titrationsaziditat wurde mit n/10 NaOH (bzw. die Alkalitiat 
am Anfang mit n/10 HCl) bestimmt. In den Kurven ist sie in Kubik- 
zentimetern n/10 NaOH bzw. HCl auf 100 cem Nahrlésung ausgedriickt. 
Als Indikator wurde Phenolphthalein benutzt und bis zur Koch- 
bestandigkeit der Farbe titriert. Oberhalb der O-Abszisse bedeutet sauer, 
unterhalb alkalisch. 

In einer zweiten Probe wurde in jeder Kultur die H’-Konzentration 
nach der kolorimetrischen Methode von Michaelis (10) bestimmt. In 
zehnfacher Verdiinnung ist das trotz der Eigenfarbe der Bouillon sehr 
gut médglich. Es muB bemerkt werden, da eine elektrometrische 
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Bestimmung der H’-Konzentration von Kolikulturen keine richtigen 
Resultate gibt. Die Lésungen enthalten H,N und H,S, bei deren 
Gegenwart eine elektrometrische Messung baeniite h nicht méglich ist 
(|S. Michaelis (11), 8.163]. An gewohnlicher unbeimpfter Bouillon erhalt 
man vollkommen iibereinstimmende Resultate zwischen kolorimetrischer 
und elektrometrischer Messung. Dagegen nicht an einige Tage alten 
Kolikulturen. Elektrometrische Messungen sind hier nicht zu benutzen. 

Wir haben unsere kolorimetrische Methodik bestindig doppelt gepriift. 
Erstens an Acetatgemischen nach Michaelis, die gleichzeitig elektrometrisch 
gegeniiber einer n KCl-Elektrode bestimmt wurden. Zweitens nach Kolt- 
hoff (12) mit Pufferlésungen von bestimmter H’-Konzentration, deren 


2) 


ny zum Vergleich auch kolorimetrisch bestimmt wurde. 

Die folgenden Versuchsbeispiele zeigen nun, wie sich die Saure- 
bildung bei verschiedener Ausgangsreaktion im pufferarmen und puffer- 
reichen Naihrboden verhalt. 
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Abb. 1 gibt die Resultate einer Versuchsreihe wieder in gewéhnlicher, 
1 Proz. Dextrose enthaltender Bouillon ohne Pufferzusatz. Aus den Kurven 
ist sowohl die Anderung der Titrationswerte (ausgezogene Kurven) als 
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16 F. Verzar, J. Nabraczky u. V. Szanyi: 


auch die Anderung der H’-Konzentration (gestrichelte Kurven) ersichtlich 
Nach 24 bis 48 Stunden wird ein Endwert erreicht. Die Titrationswert: 
entsprechen etwa 3,5 cem n/10 NaOH auf 100 cem Bouillon. Die H’-Kon 
zentration betrug py = 4,08. 


Ein etwas abweichendes Verhalten zeigt nur die in sehr alkalischer 
Ausgangsreaktion geziichtete Kultur. Dieses abweichende Verhalten wird 
auch in allen spiiteren Versuchen beobachtet. Hier zeigt sich in den ersten 
24 Stunden eine derartige Verlangsamung des Stoffwechsels (Verlangsamuny 
des Wachstums), daB es erst viel spater als in den anderen Versuchsreihen 
za einer endgiiltigen Saiurebildung kommt. Dann aber werden auch hier 
genau dieselben Endwerte erreicht wie bei den anderen Ausgangsreaktionen. 
Diese Verzégerung des Wachstums hat fiir unsere spezielle Fragestellung 
hier keine Bedeutung. 

Wahrend also in pufferarmer Nahrlésung eine konstante, titrierte 
und aktuelle Aziditit erreicht wird, gestalten sich die Verhiltnisse ganz 
anders, wenn die lproz. Glucose-Bouillon auch reichlich Puffer enthilt. 
In Abb. 2 ist eine Versuchsreihe wiedergegeben, die genau der vorigen 
entspricht, mit dem einzigen Unterschied, daB noch Iproz. NaH,PO, 
hinzugesetzt wurde. 

Nach 24 Stunden sind auch hier Endwerte erreicht; diese sind aber 
ganz verschieden von der vorigen Reihe und sind von der Ausgangsreaktion 
abhingig. Das bezieht sich sowohl auf die Titrationswerte als auf py. 
Die H’-Konzentration erreicht in keinem Fall den Wert, wie in der vorigen 
Reihe, sondern die Lésungen bleiben alle alkalischer und um so mehr, je 
alkalischer die Ausgangsl6sung war. 


Die Kurven der Titrationsaziditat zeigen, daB in allen Fallen annihernd 
gleich viel Saiure gebildet wurde. Nach den ersten 24 bis 48 Stunden zeigten 
die meisten Kulturen eine Alkalibildung, wie sie in den friiheren Arbeiten 
(1. e.) schon beschrieben ist. Dies ist nach dem, was dort ausgefiihrt wurde, 
immer der Fall, wenn aller Siure bildender Zucker verbraucht ist, und der 
Nahrboden sauer geworden ist. Tatsichlich enthielt, als die konstanten 
Endwerte erreicht waren, keine dieser Kulturen mehr Glucose. Demgegen- 
iiber war in der vorigen Versuchsreihe in pufferarmer Losung noch reichlich 
Zucker vorhanden, als die Saéurebildung bereits beendet war. 


Wenn man diese beiden Versuchsreihen nebeneinander stellt, so hat 
man charakteristische Beispiele dafiir, was von verschiedenen Autoren 
beobachtet wurde. Einesteils eine sowohl in Titrationswerten als auch in 
Py zu charakteristischen Endwerten fiihrende Siéurebildung, und auf der 
anderen Seite gar keine konstanten Endwerte, sondern solche, die einfach 
von der Ausgangsreaktion abhiingen. Man kénnte glauben, daB der Prozef 
ungehemmt von der H’-Konzentration ablauft und nur von der gesamten 
Sauremenge abhangt. 


Die Erklarung fiir dieses Verhalten ist einfach. In Versuch 2 wurde 
durch das in groBem Uberflu8 vorhandene NaH,PO, alle gebildete Saure 
gebunden, und die Saurebildung dauerte so lange, bis alle Glucose zu Saure 
vergirt war, ohne daB dabei alle NaH,PO, gebunden worden wire. In 
diesem Falle von extrem starker Pufferung ist es also ganz klar, daB der 
Endwert einfach von der Ausgangsreaktion abhingt. Ein relativ starker 
Puffergehalt einer Nahrlésung wird also durch Bindung der Saure verhindern, 
da8 die maximale p, erreicht wird, wahrend andererseits viel mehr Saure 
gebildet wird als in pufferarmer Lésung. Die Technik hat sich das ja schon 
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langst zunutze gemacht, wenn sie zwecks Essig- oder Milchsauregewin- 
nung zu den Nahrlésungen CaCO, hinzusetzt’). 

Hieraus folgt aber nun auch, daB, wenn so viel Zucker vorhanden ist, 
daB mehr Saure gebildet werden kann, als das Phosphat binden kann, 
dann auch in diesen pufferreichen Lésungen solche Siuregrade entstehen 
werden, die den Vorgang hemmen, ehe noch aller Zucker verbraucht ist. 
Hierbei muB sich nun zeigen, ob das bei derselben H’-Konzentration eintritt 
wie in der pufferarmen Losung. 
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Versuch 3 und 4 beweisen, da® tatsiichlich die H’-Konzentration der 
Regulator ist. In Versuch 3 wurde in gewohnlicher Nahrbouillon 3proz. 
Glucose gelést und mit Bac. coli beimpft. Das Resultat ist genau dasselbe 
wie in Versuch 1 mit Iproz. Glucose. Die Siurebildung bleibt bei py 4,08 
stehen und bei einer Titrationsaziditit, die etwa 3,3 ccm n/10 NaOH auf 
100 cem entspricht. Aus diesem Versuch allein kann noch nichts darauf 
gefolgert werden, ob die H’-Konzentration der Regulator ist. 

In Versuch 4 dagegen wurde zu der 3proz. Glucosebouillon wieder 
lproz. NaH,PO, hinzugesetzt. Bei jeder Kultur, unabhingig von der 


1) Lehmann-Neumann, Bakteriologie, 8. 94. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 2 
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18 F. Verzér, J. Nabraczky u. V. Szdnyi: 


Ausgangsreaktion, wurde nun in vollkommenem Gegensatz zu Versuch 2, 
aber in Ubereinstimmung mit Versuch 1 und 3, wieder dieselbe H’-Kon 
zentration p,, = 4,08 erreicht. Die titrierte Aziditat war hier nicht 3,3 cem 
n/10 NaOH, sondern 9,5cem n/10 NaOH entsprechend. Der einzige 
konstante Wert in allen diesen Versuchen ist die H’-Konzentration, bei 
welcher die Saurebildung aufhért. Ganz unabhingig ist der ProzeB von 
der gesamten Menge der gebildeten Saure. In Versuch 4 wird um so mehr 
Saure gebildet, je alkalischer die Ausgangsreaktion war. Es ist klar, dal 
das deshalb geschah, weil um so mehr Saure durch die Puffer gebunden 
werden konnte, ohne daB es zu der hemmenden Py = 4,08 kam. 

Damit ist bewiesen, da die Sdurebildung von Bac. coli comm. bei 
einer bestimmten H'-Konzentration bei py = 4,08 gehemmt wird. Wenn 
man einesteils den Puffergehalt, andererseits den Zuckergehalt variiert, so 
erweist sich lediglich die H’-Konzentration als Regulator der Sdurebildung. 
Die Menge der gebildeten Siéure hingt nur davon ab, wieviel nétig 
ist, um bei einem bestimmten Puffergehalt diese maximale Aziditit 
zu erreichen. Die Unterschiede zwischen pufferhaltigen Lésungen und 
l- und 3proz. Zucker sind die, daB in ersteren die gebildete Siuremenge 
bei jeder Ausgangsreaktion nahezu gleich ist, bei letzterer dagegen bei jeder 
Ausgangsreaktion verschieden und um so gréBer ist, als die Ausgangsreaktion 
alkalisch ist. 

Die mitgeteilten Versuchsreihen kann man in zwei Gruppen teilen. 
1. In pufferarmen Lésungen wird bei jeder Zuckerkonzentration und jeder 
Ausgangsreaktion die gleiche H*’-Konzentration und auch (nahezu) dieselbe 
Titrationsaziditat erreicht. 2. In pufferreichen Lésungen dagegen hingt 
das Resultat vom Verhiltnis der Zuckermenge zur Puffersubstanz ab. 
Ist relativ wenig Zucker vorhanden, so bleibt die Saurebildung stehen, 
wenn der Zucker verbraucht ist, ehe noch die héchste p,, erreicht wird. 
Ist relativ mehr Zucker vorhanden, so bleibt der ProzeB stehen, wenn 
die kritische Endreaktion erreicht ist, weil dann die gebildete Siaure allen 
Puffer gebunden hat. 

Die endgiiltige H’-Konzentration ist dann charakteristisch und konstant 
fiir ein Bakterium, wenn der saurebildende Zucker nach Beendigung des 
Prozesses noch zum Teil tibrig bleibt. In diesem Falle wird unabhingig vom 
Zuckergehalt, unabhingig vom Puffergehalt und unabhiangig von der 
Ausgangsreaktion immer dieselbe H’-Konzentration erreicht. 

Umgekehrt ist die Menge der gesamten gebildeten Saure abhingig 
von der Zuckermenge, dem Puffergehalt, der Ausgangsreaktion und dem 
Verhaltnis dieser zueinander. So haben schon Verzdr und Bégel gezeigt, 
da8 durch Neutralisieren der Lésung die Saurebildung immer wieder 
in Gang gebracht werden kann'). 

Fur die praktische Bakteriologie ergibt sich hieraus die Regel, da®, 
wenn von irgend einem Bakterium bestimmt werden soll, welche charakte- 
ristische Aziditat erreicht werden kann bei Saurebildung aus Zucker, dann 
das einfachste Verfahren das ist, das Bakterium in einer so konzentrierten 
Zuckerlésung zu ziichten, daB nach Beendigung der Sdurebildung noch 
garfahiger Zucker tibrig bleibt. Auf diese Weise macht man sich unabhangig 
von dem unbekannten Puffergehalt der Nihrlésung, und wird auch die Be- 
stimmung dieses Puffergehaltes iiberfliissig. Die so erreichte H’-Konzen- 
tration ist charakteristisch fiir das Bakterium. 


1) le, S. 210, Versuch 17. 
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Der. Regulator fiir die Saurebildung aus Traubenzucker bei Bac. coli 
comm. ist die H’-Konzentration. Die Saurebildung bleibt, mit der hier 
benutzten Nahrbouillon, stehen bei py = 4,08 (kolorimetrisch). 

Wie weitgehend charakteristisch dieser Wert ist, wenn man so vorgeht, 
beweist der folgende Versuch. Acht verschiedene Kolistéamme') wurden in 
3proz. Glykosebouillon mit und ohne | proz. NaH, PO, geziichtet, also bei 
einer solchen Zuckerkonzentration, daB auch nach Beendigung des Prozesses 
immer noch Zucker iibrig blieb. In allen acht Kulturen ohne Ausnahme 
war nach 24 Stunden der konstante Endwert von py = 4,08 erreicht. 


Wir méchten nur noch bemerken, da diese Regel nur ceteris paribus 
gilt und daB wir derzeit noch nichts dariiber aussagen kénnen, wie sich die 
endgiiltige p, verhalt, wenn dem Nahrboden andere Stoffe beigemischt 
werden, die das Wachstum der Bakterien beeinflussen, ja selbst dann, 
wenn Néhrbouillon von verschiedener Darstellung benutzt wird. In unseren 
friiheren Versuchen®) finden sich Anhaltspunkte dafiir, da dabei auch 
der Endwert der gebildeten Siure sich andert. Hieriiber soll spaiter berichtet 
werden. Auch die Befunde von van Dam, der bei der Milchséiuregirung 
in Molke einen EinfluB der H’'-Konzentration, daneben aber auch noch 
verschiedene andere Einfliisse beobachtet, werden von diesem Gesichts- 
punkt aus beobachtet werden miissen. 


Zusammenfassung. 

Ziichtet man Bac. coli comm. in pufferarmer lproz. Glucose- 
bouillon, so erreicht die Kultur, unabhingig von der Ausgangsreaktion, 
pu 4,08. Dasselbe ist der Fall in 3proz. Glucosebouillon sowohl in 
pufferarmen, als in pufferreichen Lésungen. Dagegen wird in puffer- 
reicher lproz. Glucosebouillon: je nach der Ausgangsreaktion eine 
verschiedene py erreicht. 


Die Menge der gesamten gebildeten Saiure hingt davon ab, wann 
die charakteristische py erreicht wird. Das geschieht, wenn aller Puffer 
gebunden ist, also in pufferarmen Lésungen bei viel geringerer Saure- 
bildung als in pufferreicher Lésung. Alle die beobachteten Fiille, die 
Abhiangigkeit von der Anfangsreaktion ebenso, wie die in anderen 
Fallen beobachtete Konstanz der titrierten Endwerte erklaren sich so. 

Fir Bac. coli comm. war in einer gewissen Nahrbouillon die charak- 
teristische Grenze der H’-Konzentration, bei welcher die Saurebildung 
aufhérte, 74 4,08 (kolorimetrisch). Acht verschiedene Kolistiimme 
haben in dieser Bouillon genau diesen selben Wert erreicht. 

Die Priifung der charakteristischen Endreaktion kann unabhangig 
vom Puffergehalt der Nahrlésung erfolgen, wenn man in so konzen- 
trierter Glucoselésung ziichtet, daB nach Aufhéren der Siurebildung 
noch Zucker iibrig bleibt. 


1) Sie wurden aus verschiedenen Fazes isoliert. 
2) Diese Zeitschr. 108, 216. 
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Der Sauerstoffgehalt des Kapillarblutes. 


Von 
F. Verzar und F. Keller. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und der medizinischen Klinik 
in Debreczen). 


(Eingegangen am 29. Juni 1923.) 


Wihrend es ohne weiteres méglich ist, beim Menschen vendéses 
Blut zur Gasanalyse zu gewinnen, so macht es andererseits recht be- 
deutende Schwierigkeiten, arterielles Blut zu untersuchen. 

Das gelingt nur durch Arterienpunktion, wobei man gewohnlich die 
Arteria radialis herauspripariert und dann punktiert, eine Methode, wie 
sie von Hiirter (1) zuerst beschrieben und seither von Stadie (3), Harrop (2), 
Lundsgaard (4), Eppinger (5), Barcroft (6), Hégler (7) wiederholt benutzt 
wurde, die aber eben wegen der GréSe des Eingriffes niemals einen all- 
gemeineren Eingang in die tagliche klinische Diagnostik erreichen kann. 

Die Gasanalyse des arteriellen Blutes kann sehr Wichtiges und weitaus 
mehr aussagen, als jene des vendsen Blutes. Der Gasgehalt des letzteren 
hingt immer von dem jeweiligen .Funktionszustand jenes Organs ab, aus 
welchem es kommt, von der Blutverteilung, von der Strémungsgeschwindig- 
keit und von der eventuellen Stase in einem gewissen Venengebiet. Dem- 
gegeniiber wird das arterielle Blut in seiner konstanten Zusammensetzung 
uns jederzeit dariiber Aufklirung geben kénnen, unter welchen Einfliissen 
die Zellen stehen; das arterielle Blut ist praktisch in allen Arterien zur 
gleichen Zeit von gleicher Zusammensetzung. Sein O,-Gehalt hangt davon 
ab, wie groB der O,-Druck in der Atmungsluft ist, ob die respiratorische 
Oberflaiche und ob die Durchstrémungsgeschwindigkeit der Lunge geniigend 
ist, um das O,-Defizit in den Geweben auszugleichen. Unter sonst gleichen 
Verhialtnissen bei normalem O,-Druck wird also die Akkomodationsfahigkeit 
des Zirkulationsapparats die Bedingung fiir eine geniigende Sattigung des 
arteriellen Blutes sein. Insbesondere die Beurteilung der verschiedenen 
Dyspnoen, ob kardial oder pulmonal, sowie ihrer Morphin- und O,-Therapie, 
kann kaum der Gasanalyse des arteriellen Blutes entbehren, wie das ins- 
besondere von Hppinger (5) und von Kauders und Porges (8) ausgefiihrt 
worden ist. Die Besprechung dieser klinischen Gesichtspunkte gehért aber 
nicht hierher. 

Von dem Wunsche ausgehend, an Stelle der Arterienpunktion 
durch einen einfacheren Eingriff einen gleichwertigen Einblick in die 
Zusammensetzung des arteriellen Blutes zu bekommen, wurde schon 
vor Jahren versucht, das Kapillarblut des Fingers zu analysieren und 
die Vorarbeiten hierfiir, die Ausarbeitung einer entsprechenden Auf- 
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bewahrungslésung, sind schon in einer Arbeit von Verzér und Gara (‘) 
niedergelegt worden. Kauders und Porges haben, demselben Wunsch. 
entsprechend, das Kapillarblut des Ohrlippchens so untersucht, dati 
sie es in Glaskapillaren aufsogen und seine Farbe mit der Farbe von 
ebenso aufbewahrtem Blute aus dem Ohrlappchen normaler Menschen 
verglichen. Eine Hypoximie, wohl nur solche von betrachtlichem 
Grade, laBt sich nach ihren Angaben aus der Blutfarbe erkennen. 
Nur nachtriiglich erhielten wir Kenntnis von der Mitteilung von Lunds. 
gaard, in welcher er das ,,Kutanblut‘ des Fingers untersuchte, indem 
er 4cm lange Wunden anlegte und in dem ausflieBenden Blute den- 
selben O,-Gehalt fand wie im arteriellen Blute. Eine solche Verwundung 
dirfte aber wohl auch nicht als diagnostische Methode benutzbar sein. 

Wir gingen von dem Gedanken aus, daB die Haut der Finger- 
spitze jedenfalls eine so geringe Respiration hat, und andererseits ihre 
Blutdurchstrémung so groB ist, daB das in ihr strémende Kapillarblut 
kaum vendéser wird, so da es praktisch als arterielles Blut zu betrachten 
sein wird. Daran wiirde auch das nichts Aindern, wenn man konstant 
2 bis 3 Proz. weniger O, als im arteriellen Blute in diesem Kapillar- 
blute finden wiirde. Wir dachten, daB eine Bestimmung des O,-Gehaltes 
im Kapillarblute deshalb im wesentlichen (wenn auch nicht zahlen- 
maBig genau) dasselbe aussagen miiBte wie die Bestimmung im arteriellen 
Blute, und suchten deshalb nach einer Methode, mit welcher es einfach 
moglich wire, das auszufiihren. 

Die Methodik (10) ist die folgende: 

Das Blut wird aus der Fingerspitze ohne Gasverlust aufgefangen in 
einer Lésung, die es zur Gasanalyse konserviert. Die mit Ather gereinigte 
Fingerspitze wird mit einer Franckenadel verletzt. Noch ehe das Blut 
ausflieBt, wird die Fingerspitze rasch in ein Spitzglas getaucht, in welchem 
unter einer l-em-Schicht von Paraffiné] 1cem der folgenden Lésung sich 
befinden: 2 Proz. NH,OH, 5 Proz. Natriumcitrat, 0,5 Proz. Saponin 
in destilliertem Wasser (siehe Verzér und Gara, |. c.). In dieser Lésung ge- 
rinnt das aus der Fingerspitze flieBende Blut durch das Citrat nicht, wird 
durch das Saponin hiaimolysiert, sedimentiert deshalb nicht, und die Blut- 
kohlenséiure wird durch das NH,OH gebunden, wihrend der O,-Gehalt 
durch das Paraffindl gewahrt bleibt. Um eine gleichmaBige Verteilung zu 
beschleunigen, wird man mit einem Glasstab noch vorsichtig mischen kénnen. 
Die Blutentnahme geschieht also mit keinem gréSeren Eingriff als z. B. 
zur Blutkérperchenzihlung noétig ist. Man laBt etwa 1 ccm Blut ausflieBen, 
die quantitative Abmessung ist aber ganz tiberfliissig, denn das Wesentliche 
ist nicht die Bestimmung des absoluten O,-Gehaltes, sondern die partielle 
O,-Sattigung des Blutes, d. h. wie viel Prozent des Haimoglobins als Oxy- 
hamoglobin vorhanden ist. Diese Bestimmung geschieht in bekannter 
Weise mit dem Differentialapparat von Barcroft'). Unter 2cem etwa 0,4 proz. 


1) Barcroft, The respiratory function of the blood. Cambridge 1914. 
Es wire wohl méglich, auch mit dem Barcroftschen Mikroapparat mit 
0,1 cem Blut dasselbe zu bestimmen. §8. auch Pincussen, Mikromethodik. 
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NH,OH-Loésung werden im Rezipienten des Kompensationsmanometers 
von Barcroft 2ccm der Blutlésung geschichtet. In das Kompensations. 
gefaB muB genau ebensoviel NH,OH-Lésung sowie Wasser gegeben werden. 
Man bestimmt zuerst die O,-Absorption durch Schiitteln und dann die 
totale O,-Kapazitat mittels Ferricyankaliums. Man liest die Volumanderung 
in Skalenteilen ab und hat nicht auf absolutes Volum umzurechnen. Das 
Verhaltnis der beiden Ausschlige in Prozenten ausgedriickt und von 100 
abstrahiert ergibt die partielle O,-Sattigung des Blutes. Bei Benutzung 
von 2cem der Blutlisung erhalt man Ausschlage zu etwa 50 mm, wodurech 
der Fehler der Methode auf etwa + 1 bis 2 Proz. geschatzt werden kann. 
Umrechnung auf absolute Werte fallt hier fort. Man kann also héchst 
einfach durch Blutentnahme mit einer Franckenadel, ohne quantitatives 
Abmessen der Blutmenge und ohne Kalibrierung des Kompensationsmano- 
meters durch Ablesen in Millimeterskalenteilen, die wesentliche Bestimmung 
der partiellen O,-Saturation machen. 


Nachdem also die Methodik die denkbar einfachste war, blieb zu 
untersuchen, ob die aus dem Kapillarfingerblut gewcnnenen Werte so 
verwertbar sind, wie die durch Arterienpunktion gefundenen. Wir 
haben deshalb in einer Reihe von Fallen das Kapillarblut von ge- 
sunden und kranken Personen untersucht und berichten hier iiber die 
ersten 50 Fille. Die Befunde sind in Tabelle | und IT zusammengestellt. 

Die O,-Siattigung des Kapillarblutes bei 32 Bestimmungen an ge- 
sunden Personen (Tabelle I) betrug 98,3 bis 82,4 Proz. Unterhalb 
90 Proz. lagen davon neun Fille; unterhalb 85 Proz. nur vier Fille, 
iiber welche besonders gesprochen werden muB. Werte unterhalb 
82,1 Proz. wurden nie beobachtet. Nach Stadies erster Mitteilung 
betriigt die Sattigung des arteriellen Blutes bei Normalen 85 bis 
98 Proz. In seiner ausfihrlichen Mitteilung findet er bei fiinf gesunden 
Personen im Mittel 95 Proz. Harrop findet bei Normalen 94,3 bis 
100 Proz. Sattigung. (Der letztere Wert ist sicher zu hoch und kommt 
auch im Tierversuch niemals vor!) 

Die Werte unter 85 Proz. kamen vor, wenn die Versuchspersonen 
blaue Hande hatten. Nr. 22 gab sonst héhere Werte, hatte aber 
damals cyanotische Hinde, die friiher erfroren waren. Nr. 29 hatte 
auch friiher ,,erfrorene‘“‘ Hinde, und diese waren auffallend dunkelblau, 
so daB, trotzdem es sich um gesunde, kraftige junge Leute handelt, 
der Gedanke an eine vasomotorische Stérung (als Folge oder als Ur- 
sache des Erfrierens der Hinde) sowohl bei diesen als bei Nr. 28 
moglich ist. Im allgemeinen liegen also die Werte fiir das Fingerblut 
zwar weit auseinander, doch innerhalb der Grenzen des arteriellen 
Blutes. Werte unter 85 Proz. werden aber immer mit MiBtrauen be- 
trachtet werden und kénnen bei lokaler Cyanose der Hande vor- 
kommen. 

In Tabelle II sind die Befunde an 20 Kranken der Zirkulations- 
und Respirationsorgane zusammengestellt. 
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Tabelle I. 
Die normale O,-Sattigung des Kapillarblutes. 








Nr. Name Partielle feito, Bemerkungen 
Proz. 

1 GG |. SEES eee nae 96,5 20 Jahre alt, gesund 
2 PGE LO 96,1 ae ° ” 
3 SERRE Sa tear a 95,0 ee - 
4 URS | SSE ee ye 98,3 Eee m 
5 Ls RES ec 88,3 ys eae js ® 
TRS Tee RL rE te 91,5 ee ere 
TR as peg oa RN Ca 91,0 Mac ‘ 
SG eas oe eas 91,2 - eee i 
Se Go SS aa 97,0 7 era Saar : 

MO Shae eee Rae 92,4 eee ges . 

11 Mere ee ee es 90,5 Mes 

12 Piya ee we 94,8 ae 2 

Ee 2 TR steer Si 94,2 Mia ce 
ie ati Res 91,5 < Boe eee ‘ 

15 5 ESTE Sp eam tee 90,1 ys eae ‘ 

16 ee eae a 95,5 » Soe taper 2 

17 SES EON ie ae hee 95,1 eS Ae a « 

18 REESE ene 95,9 Be Se . 

Se ho. a i ey 97,7  Regnaee ‘ 

20 gee eRe alee 88,6 Be os 4 

Ge AE Ried SOUR Rae 92,4 ee 

22 eae 82,4 ei oi »  cyanotische 

Hande; friher erfroren 

23 ih Se a ee eee 87,2 28 Jahre alt, gesund 

24 hs ees te nl Ta 90,8 ea ee 

25 | Ho. Oe es 88,6 Ischias 

26 Bi: 89,8 | Gastritis 

27 Mo. 91,0 Hyperaziditat 

28 Bere: ei ee a 83,4 | 24 Jahre alt, nervés 

29 “gs UR RE se raariee 83,0 >: or » erfrorene cyanotische 

Hande 

30 am 89,1 Ulcus cruris 

31 Mak 92,0 Gesund 

32 TRS 6a ee ef 84,8 66 Jahre alt, Tetanie 

Mittelwert . . | 91,5 Proz. 


Die fiinf Fille von vollstindig kompensiertem Vitium hatten eine 
partielle O,-Sattigung, die vollstindig dem normalen Mittelwert ent- 
spricht (Nr. 33 bis 37). Bei einem stark dekompensierten Vitium 
(Nr. 42) wurde eine starke Abnahme der partiellen Sattigung gefunden 
(67,9 Proz.), wahrend die vier Fille 38 bis 41, die geringe Zeichen 
der Dekompensation zeigten, Werte ergaben, die zwar unter dem nor- 
malen Mittel, aber noch innerhalb jener lagen, die in seltenen Fallen 
bei normalen Personen auch gefunden wurden, nimlich zwischen 82,9 
bis 86,9 Proz. 


Anders verhalten sich die Lungenfille. Bei Fall 44 und 45, wo 
keine wesentliche Verminderung der respiratorischen Oberfliche der 
Lunge vorhanden war, liegen die Werte beim normalen Mittel. Da- 
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Tabelle II. 


Die O,-Sattigung des Kapillarblutes bei Erkrankungen der Zirkulations- 
und Respirationsorgane. 





Partielle 


Nr. Name Og*Sattigung Bemerkungen 
Proz: 
mk te 93.2 Vitium, kompensiert 
Swe nee 92.0 »  geringe Dekompensation 
SR ee ek 89,6 i ‘ ‘ 
SO ME 91,6 : kompensiert 
37 || Mué ... 91,4 ~ * 
SEP, ee 86,9 2 fast om ype geringe Dyspnoe. Aorta Ektasie 
mit Druck auf die Trachea 
$0 Nees 86,9 Kompensiertes Vitium; geringe Dyspnoe 
MOE rs GP. 83,4 Myodegeneratio; Dyspnoe 
ct ae | Cae eae 82,9 Aorta vitium. Lungenhypostase. Dispnoe 
Py! Be”: Saami 67,9 sang 2c Vitium, Hypostase der Lunge; starke 
Cea eS 83,4 ‘Asiheadeee: Angina pectoris; Emphysema. Geringe 
Dyspnoe 
te, ae ae 92,2 Cat. apic. 
SO Be st 89,9 Tbe. pulm.; peritonitis tbe. 
Oo me 82,0 a »  geringe Dyspnoe 
a 7” aaa ear 77,5 | Pleuritis bilateralis; nach Punktion; schwere Dyspnoe 
48 i : | eee ameinean 75,9 Emphysema; myodegenesatio, ascites. Dyspnoe 
Meee eae 74,3 || Vitium mit Pleuritis; mittlere Dyspnoe 
50 | PR aa 68,2 || Emphysema; bronchiektasia, induratio pulmonum, Dyspnoe 
51 | Hu 47,3 | Pneumonie, pleuritis; Agone 
52 | pS Sa eeraeee 47,0 || Emphysema; Bronchiektasie; schwere Dyspnoe 


Tabelle I1l. 


. - / . 
Arbeitsversuche an normalen Personen mit Kompensation. 





Partielle O.-Sattigung 


Nr. Name eaiiae a Bice Bemerkungen 
Proz. Proz. 
a - | Ape 95,0 95.0 Gesund, Treppenlaufen 
SS: eer 88,3 88,0 ; - 
52. ee ues 91,0 95,5 B i Uberkompensiert 
Si Ma. eos. 91,2 91,5 ‘ i 
ae. ct Me 94.5 % 
SOT Perens’ a t- OES 91,0 = 
BE Bee 90,5 95,0 ‘ F Uberkompensiert 
vs aaa foe 96,7 : ; 
mi ah... et 93,2 : : 
Te greens 91,5 92,3 e ‘ 
1B) BE ee 90,1 89,6 : c 
ROUGE 6 ache 95,5 97,7 y J Uberkompensiert 
BE Wa oye od 95,1 | 94,1 5 ‘ 
eet Ee Ake ee 87,2 88,2 ; ‘ 
a. a j . 
Be aa a ace 89,8 92,2 Gastritis, Kniebeugen bis zur Ermiidung 
ee. Sear 91,0 90,5 Hyperaziditat. Kniebeugen bis zur Ermiidung 


eS hy 83,0 81,3 Gesund, Treppenlaufen 








26 F. Verzar u. F. Keller: 


gegen war in sechs Fallen (Nr. 47 bis 52) bei Pleuritis, Emphysema 
bzw. Pneumonie die partielle O,-Sattigung weit unter der normalen 
d. h. 77,5 bis 47,0 Proz. 

Wir finden also, daB die partielle O,-Sattigung des Kapillarblutes 
nur dann unter die normale untere Grenze von 82 Proz. sinkt, wenn 


_entweder primar bei Erkrankungen der Lunge, oder sekundar bei 


Hypostase der Lunge durch Inkompensation die respiratorische Ober- 
flache der Lunge vermindert wird. 

In zwei weiteren Versuchsreihen haben wir dann weiter den Ein- 
flu8. von schwerer Arbeit auf die O,-Sattigung des Kapillarblutes 
untersucht. Wenn die Leistungsfihigkeit der Atmungs- und Zirku- 
lationsorgane vollkommen ist, so wird auch nach einer schweren 
Muskelarbeit der Organismus mit einer so vollstiindigen Kompensation 
reagieren, da8 das arterielle Blut gleichmaBig gesittigt bleibt, wie das 
aus Tierversuchen lingst bekannt, auch fiir den Menschen von Eppinger 
und Schiller (l. c.) gezeigt ist. 

Wie aus Tabelle IIT hervorgeht, gilt dasselbe auch fiir das Kapillarblut 
des Fingers. Als Arbeit bei gesunden Personen wihlten wir meist Treppen- 
laufen, wobei eine erschépfende Arbeit von etwa 65 kg x 20m = 1300 kg in 
60 Sekunden geleistet wurde, wobei es auch zu starker Dyspnoe kam. 
Das Kapillarblut blieb dabei in 18 Fallen, innerhalb der Fehlergrenzen der 
Methode, konstant gesiattigt, ja sogar zeigte sich in mehreren Fallen (Nr. 7, 
11, 16, 26) eine deutliche Uberkompensation, so daB das Kapillarblut 
noch arterieller wurde als vorher. Bei normalen Versuchspersonen funk- 
tioniert also Atmungs- und Zirkulationsapparat mit dem vasomotorischen 
Nervensystem in derartiger Harmonie, daB es zu keiner Sauerstoffarmut 
der Gewebe kommt. 


Tabelle IV. 
Arbeitsversuche an Herzkranken. 








Partielle 


0. -Sattigung . 
Nr. Name ne al Ditferenz Bemerkungen 
|| vorher | nachher) 
oS Sh ine Reon. Pros. tt Sea eal eriaki go Se 
34/ R. op Niel ee I 92,0 83.4 | —66 | Vitium. Geringe Dekompensation. Aufsitzen 
, im Bett. Dyspnoe 
S72 Mees 914) 9271 +13} Rreupenaientie Vitium. Aufsitzen im Bett 
| : t 4 rmiidung. Geringe Arbeitsdyspnoe 
SS i Pee 83 86,9 | 93,6 | + 6,7 | Kompensiertes Vitium. Kniebeuge. Uber: 
i] } kompensation. 
39!) Kué. . | 86,9 | 863 | —0,3 | Kom ea Vitium. Aufsitzen im Bett. 
| 1} i rmudung 
40) Fé. . . . . | 83,4 | 80,0 | —3,4  Myodegeneratio. Aufsitzen im Bett 
Sr We ee 82,9 | 80,7 || 29 || Aorta vitium. Hypostase. Aufsitzen im Bett. 
|| ae i : Ermiidung 


Bei sechs Fallen von Vitium wurde dreimal bei Nr. 37, 38, 39, in welchen 
das Vitium gut kompensiert war, dasselbe beobachtet, wie bei normalen 
Menschen, nimlich nach ermiidender Arbeit keine Abnahme des O,-Gehaltes 
im Kapillarblut. Dagegen haben wir in drei anderen Fallen (Nr. 34, 40, 41) 
eine allerdings nur sehr geringe Abnahme des O,-Gehaltes im Kapillarblut 
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gesehen, von 2,2, 3,4 bzw. 6,6 Proz. [Dazu ware zu bemerken, da8B einmal 
auch bei einer normalen Person nach Treppenlaufen eine Abnahme von 
2,5 Proz. (Nr. 9) gesehen wurde.] Eine endgiiltige Entscheidung tiber den 
Einflu8 der Arbeit sowie der Besprechung der klinischen Bedeutung dieser 
Zahlen behalten wir uns weiteren Mitteilungen vor. 


Zusammenfassung. 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB der Gasgehalt des 
Kapillarblutes der Fingerbeere nahezu als arteriell betrachtet werden 
kann, und seine Untersuchung deshalb ahnliche Aufklarungen gibt 
wie die des arteriellen Blutes, Mittels der angegebenen, héchst ein- 
fachen Methodik laBt sich diese Untersuchung leicht an jedem Kranken 
ausfiihren. Bei Normalen ist die O,-Sattigung etwa 91 Proz., fast 
nie unter 85 Proz.; und nie unter 82 Proz. Bei kompensiertem Vitium 
wurden normale Werte gefunden. Bei Lungenaffektionen und auch 
bei dekompensiertem Vitium mit Lungenaffektion vermindert sich 
die O,-Siattigung sehr wesentlich. Bei Muskelarbeit andert sich ebenso 
wie im arteriellen Blute auch im Kapillarblute die O,-Sattigung bei 
normalen Personen nicht. Die Arbeitsversuche an pathologischen 
Fallen werden fortgesetzt. 


Literatur. 


1) Hiirter, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 108, 1, 1912. — 2) G. Harrop, 
Journ. of exper. Med. 30, 241, 1919; nach Zentralbl. f. biochem. Biophys. 28, 
134. — 3) Stadie, Journ. of exper. Med. 80, 215, 1919; nach Zentralbl. f. 
biochem. Biophys. 28, 135; Proc. Soc. exper. Med. 16, 88, 1919, New York; 
Zentralbl. f. biochem. Biophys. 28, 133. — 4) Lundsgaard, Journ. of exper. 
Med. 30, 259, 271, 1919; nach Zentralbl. f. biochem. Biophys. 23, 134. — 
5) Eppinger und Schiller, II. Wien. Arch. f. inn. Med., 8. 581, 1921. — 
6) Barcroft, persénliche Mitteilung. — 7) Hégler, Uber Arterienpunktion, 
Wien. Arch. f. inn. Med. 2, 631, 1921. — 8) Kauders und Porges, Klin. 
Wochenschr. 2, 247, 1923. — 9) Verzdr und Gara. Pfliigers Arch. 183, 235, 
1920. — 10) Verzdr und Keller, InternistenkongreB in Wien, April 1923. 

















Uber Isohimagglutination und Blutkérperchensenkung. 


Von 
L. Richter. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat in Debreczen. ) 
(Eingegangen am 29. Juni 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bekanntlich lassen sich unter den Menschen vier Gruppen unter- 
scheiden, deren Sera gegenseitig ihre Blutkérperchen agglutinieren. 
Die diesbeziiglichen Kenntnisse sind in Arbeiten von Weszeczky!) 
und von Verzér?) kritisch bearbeitet, wo auch die iltere Literatur an- 
gefiihrt ist. In neueren Versuchen von ZL. und P. Hirschfeld, sowie 
von Verzér und Weszeczky*) wurde nachgewiesen, da8 die Ursache 
dieser Differenzen in Rassenunterschieden zu suchen ist. Nachdem 
sich die Frage derzeit erfolgreich in dieser Richtung entwickelt, soll 
hier ein Punkt besprochen werden, der zu einem Mifverstandnis in 
verschiedenen Arbeiten gefiihrt hat. Dieses besteht darin, daB die 
Erscheinungen der Isohimagglutination mit der Stabilititsreaktion 
von Fahraeus bzw. der Untersuchung der Blutkérperchensenkungs- 
geschwindigkeit in Zusammenhang gebracht wurden. 

Vielleicht entstand dieses Mi®verstindnis zuerst auf sprachlichem 
Gebiete, als man von Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit sprechend, 
wiederholt den Ausdruck Agglutination lesen konnte*). Doch hat 
sich dann leider auch eine sachliche Verwechslung gezeigt, indem die 
wichtigen Befunde von Fahraeus und der Schule von Héber zur Er- 
klarung der Stabilitatsreaktion des Blutes auf die Isohimagglutination 
angewendet wurden. 

Eden*) hat behauptet, da8 unter dem Einflu8 von Medikamenten, 


Narkose und Réntgenbestrahlung die Isohimagglutinationsgruppe sich 
andert. Frewnd®) schreibt: ,,Vor kurzem hat Eden gezeigt, daB die Gruppen- 


1 


) Weszeczky, diese Zeitschr. 107, 159, 1920. 
*) Verzér, Klin. Wochenschr. 1922. 

3) Verzar und Weszeczky, diese Zeitschr. 126, 33, 1921. 

*) Siehe z. B. Vey, Deutsch. med. Wochenschr. 49, 537; Caspari, 
Eliasberg und Fiegel, Klin. Wochenschr., Jahrg. 2, Nr. 9, 8. 390, 1923; 
Linzenmeyer, Pfliigers Arch. 181, 175, 1920. 

5) Eden, Deutsch. med. Wochenschr. 48, 3, 85, 1922. 

*) Freund, Die theoretischen Grundlagen der Bluttransfusion, Klin. 
Wochenschr. 1, 1219, 1922. 
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zugehorigkeit hinsichtlich der Agglutinierbarkeit keine bleibende Eigenschaft 
der Erythrocyten ist, sondern bei verschiedenen Krankheiten unter der 
Wirkung mancher Medikamente u. a. m. einem Wechsel unterliegt. Das ist 
um so versténdlicher, als das Agglutinationsvermégen sicher nahe Be- 
ziehungen hat zu der heute so vielfach untersuchten Suspensionsstabilitét. 
Der positive Ausfall des Agglutinationsversuches ist also méglicherweise 
nur der Indikator fiir eine physikalische Veranderung des Serums.** Das 
widerspricht der schon von Landsteiner') 1909 hervorgehobenen Tatsache, 
da®B die Agglutinationsgruppe im Laufe des Lebens sich nicht andert, wie 
das tibrigens aus den zahlreichen inzwischen erschienen Arbeiten wiederholt 
hervorgegangen ist, so daB sie selbst zu forensischen Zwecken verwendet 
wird. Mino?) widerlegt direkt die Versuche von Eden, indem er in zahl- 
reichen Fallen beweist, daB die Isohimagglutinationsgruppe auch unter 
den von Eden gewihliten Verhiltnissen vollstindig konstant bleibt. Vor- 
schiitz®) auBert sich zu diesen Versuchen von Eden und behauptet noch, 
daB auch verschiedene Krankheiten einen EinfluB8 auf die Blutgruppe 
haben kénnten, wogegen auch schon vor Jahren Landsteiner (|. c., 8. 413) 
nachgewiesen hat, daB die Isohimagglutination nichts mit bestimmten 
Krankheitsprozessen zu tun hat. Vorschiitz untersucht tiberhaupt keine 
Isohiamagglutinationsgruppe, sondern nur Blutkérperchensenkungsgeschwin- 
digkeit, und stellt trotzdem neben den bekannten vier noch eine fiinfte 
Agglutinationsgruppe auf. In einer zweiten Arbeit‘) erklart er die Iso- 
hamagglutinationsgruppen auf Grund von Resultaten, die er von Senkungs- 
geschwindigkeit bekommen hat, und deshalb ist auch seine Behauptung 
unbegriindet, daB er bewiesen habe, da die Gruppenagglutinations- 
phanomene auf einer verschiedenen Ladung der Menschenblutkérperchen 
beruhen. Soweit ich sehen kann, hat er itiberhaupt keine Versuche mit 
Isohimagglutination, sondern immer nur mit Senkungsgeschwindigkeit 
gemacht, was auch P. Mino schon aufgefallen ist*). Wenn er behauptet, 
die Ursache der Isohimagglutinationsgruppen sei ein verschiedener Gehalt 
an Nucleoproteiden, so hatte er das erst tun diirfen, wenn er auch die Gruppen 
bestimmt hatte. Verschiedene Menschenrassen braucht man dazu, wie 
von ihm angegeben wird, ja gar nicht, um alle vier Gruppen zu finden. 
Aus den Arbeiten von Vorschiitz kénnen also Schliisse auf die Senkungs- 
geschwindigkeit der Blutkérperchen abgeleitet werden, nicht aber auf 
die Ursache der Isohimagglutinationsgruppen. 


Isohiamagglutionation und Senkungsgeschwindigkeit sind zwei 
voneinander vollstindig unabhingige Eigenschaften des Blutes. Hier- 
fir spricht auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse das Folgende: 

1. Die Isohamagglutinationsgruppe bleibt wahrend des ganzen 
Lebens konstant, die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit nimmt 
zu im Fieber, in der Graviditaét usw. 





1) Landsteiner, Oppenheimers Handb. d. Biochem., Hamagglutination 
und Hiamolyse II, 1, 414, Anmerkung. 

2) Prospero Mino, Riforma Medica, anno XXXIX, Nr. 4, 1923. 

3) Vorschiitz, Zeitschr. f. klin. Med. 94, 459. 

4) Derselbe, ,,Worauf beruht das Wesen der einfachen wie der Gruppen- 
haimagglutination’, Zeitschr. f. klin. Med. 96, H. 4—6, 1923. 

5) P. Mino,.1. ¢c. 
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2. Die Isohimagglutinationsgruppe des Serums wird durch In- 
aktivierung nicht beeinfluBt!); demgegeniiber hért die Anderung der 
Senkungsgeschwindigkeit auf?). 

3. Die Isohamagglutinationsgruppe bleibt nach eigenen Versuchen 
nach Defibrinieren dieselbe, die Senkungsbeschleunigung andert sich®). 

Zu diesen Beweisen kann ich noch auf Grund der folgenden Unter- 
suchungen hinzufiigen : 

4. In jeder Isohimagglutinationsgruppe kann man Senkungs- 
geschwindigkeit jeder Art beobachten. 

5. Injektionen, Réntgenstrahlen usw. beeinflussen zwar die 
Senkungsgeschwindigkeit, nicht aber die Isohimagglutinationsgruppe. 





i} Vorher Nachher 
Nr. Patient || Diagnose ——— —__—__—— Bemerkungen 
| S.R. 1G.) SR.) LG. 
1  M.I. Lues 19 IIl.|, 32 ILI, | Therapeutischer Injektion 
a. d. UniversitatssHautklinik 
2 S.J. Pyoderma 45 III.) 59 | III. Dasselbe 
3 K.G.. Cystitis 26 II.) 48 | II. ‘ 
4 F. JI. Uleus cruris 38 | IV.|| 43 | IV. ‘ 
5 V.P. Gumma 27 I. 40 I. 3 
6 N.A. Lues tert. 18 | IV.) 56 | IV. i 
7 +S. I. | Lues tert. 2 | TE Se . 
8 Cs.S., Lupus Erythema 8 I. 40 I. | Spater wieder S. R. 6, I, Gr. I. 
9 | O. A. Lues 14 | ITI, 7 III. || Therapeutischer Injektion 
10, 7.1. Ophthalm.cath.ac. 18 I.) 34 I, 5 
11 H.J.| Ophthalm.cath.ac. 29 I. 36) LI. ” 
12. N.S. Gonorrhoea 10 | IL.|| 26} If. ‘ 
13 || V. I. || Care. 68 | IV. 5 | IV... Narkose 
14H. D. Exud.param.resid. 6/IV.) 5 IV. 
15 T.L. Tumor abd. 35 III.) 30 III. Narkose 
16 M.S. Exsud. param. 9 | IV. 13 | IV. 
17. V.L. Myoma uteri 5 III. 14 | III.) Spiater wieder S.R. 6,1. G Il 
18 7.7. Cholecysta tumor 5 It. 6 | II.) Réntgenbestrahlung 
19 Cz. JI. Folikulitis 
suppurativa 25 | TIL.) 17 | II. 


8. R. = Stabilitatsreaktion, Senkung in Millimetern nach einer Stunde. 
1. G. = Isohaimagglutinationsgruppe. 


Nachdem die Feststellung der Isohimagglutinationsgruppe und 
besonders die Frage, ob sie wihrend des ganzen Lebens konstant ist, 
die Grundlage fiir alle weiteren therapeutischen, forensischen und 
rassenbiologischen Untersuchungen iiber Isohimagglutination ist, so 
habe ich untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Senkungs- 
geschwindigkeit und Himagglutination nachzuweisen ist. Die Senkungs- 
geschwindigkeit wurde in 150 mm hoher Sicht nach 1, 3 und 24 Stunden 


1) Siehe Moss, Folia Serologica 1910, 8S. 267; Weszeczky, diese Zeitschr. 
107, 163, 1920. 
*) Linzenmeyer, Pfliigers Arch. 181, 176, 1920. 
3) Derselbe, ebendaselbst 181, 177, 1920. 
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abgelesen. Die Hamagglutination wurde in kleinen Reagenzréhrchen!) 
aufgestellt, wobei je 2 Tropfen Testserum und | Tropfen Blutkérperchen 
in Verdiinnung 1:10 benutzt wurde, und nach 2 Stunden abgelesen. 

In der einen Versuchsreihe wurde gepriift, ob die Isohimagglu- 
tinationsgruppen sich nach verschiedenen therapeutischen Eingriffen 
indern, insbesondere auch dann, wenn die Blutkérperchensenkungs- 
geschwindigkeit sich anderte. Es wurde deshalb bei 19 Patienten 
verschiedenster Art die Senkungsgeschwindigkeit vor und nach einem 
Kingriff bestimmt und gleichzeitig auch die Isohimagglutination fest- 
gestellt. Die Resultate sind in der vorstehenden Tabelle zusammengefaBt. 
Es zeigte sich, daB die Isohimagglutinationsgruppe nach Injektionen 





Abb. 1. Senkungsgeschwindigkeit der ersten Stunde in Millimetern. 
Die Zahlen bedeuten die Isohamagglutinationsgruppe. 


(Milch usw.), Réntgenbestrahlung, Narkose niemals sich Anderte, 
selbst dann nicht, wenn die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit sich 
sehr wesentlich verindert hatte (z. B. im Falle 3, 6, 8, 13). Beziiglich 
der Isohimagglutination widerspricht also dieses Resultat jenem von 
Eden und bestitigt das von Mino. Es geht aus dieser Versuchsreihe 
schon mit Wahrscheinlichkeit hervor, daB zwischen der Blutkérperchen- 
senkungsgeschwindigkeit und der Isohiimagglutinationsgruppe keine 
Zusammenhiinge bestehen. Die Lehre, daB die Isohimagglutinations- 
gruppe sich im Laufe des Lebens nicht andert, bleibt also auch weiterhin 
unerschiittert. 


1) S. Weszeczky, diese Zeitschr. 107, 162, 1920. 
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In der zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, ob im allgemeine 1 
ein Zusammenhang zwischen Senkungsgeschwindigkeit und Isohim. 
agglutinationsgruppe besteht. In 123 Fallen wurde an Blut von Ge. 
sunden und Kranken sowohl die Blutgruppe als auch die Senkungs. 
geschwindigkeit bestimmt. 

Die Resultate sind in Kurvenformen zusammengestellt. Dic 
Senkungsgeschwindigkeit nach einer Stunde ist in Millimetern wieder. 
gegeben. Alle Blute, die zu einer gewissen Isohimagglutinationsgrup)c 
gehoéren, sind nebeneinander gestellt und in einer Kurve verbunden. 
Ks ist aus diesen Kurven klar, daB in jeder Isohamagglutinationsgrupye 
jede GréBe von Senkungsgeschwindigkeit vorkommt, und daB nicht 
der geringste Anhaltspunkt vorhanden ist, daB ein Zusammenhang 
zwischen Isohimagglutination und Senkungsgeschwindigkeit vorhanden 
ist. Die Senkungsgeschwindigkeit kann innerhalb jeder Blutgruppe 
groB oder gering sein, irgend ein Zusammenhang zwischen der Grile 
dieser mit der Gruppe ist nicht vorhanden. 


Zusammenfassung. 

Einerseits auf Grund der bisher bekannten Tatsachen, andererseits 
dieser experimentellen Befunde ist es zweifellos, daB Blutkérperchen- 
senkungsgeschwindigkeit und Isohimagglutination zwei voneinander 
unabhangige Erscheinungen sind. 

Es wurde gezeigt, daB in jeder Isohamagglutinationsgruppe jegliche 
GréBe von Senkungsgeschwindigkeiten vorkommt und daB ~ medi- 
kamentése Beeinflussung die Blutgruppe unbeeinfluBt laBt, wiihrend 
die Senkungsgeschwindigkeit sich andert. 

Man kann also aus Untersuchungen iiber die Beeinflussung der 
Senkungsgeschwindigkeit nichts beziiglich jener physiko-chemischen 
Ursachen folgern, die die Grundlage der Isohimagglutinationsgruppen- 
bildung sind. 

Die Arbeit ist auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. 
F. Verzér ausgefiihrt. 
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Adsorption von EiweiBabbauprodukten 
durch die Formelemente des Blutes in vivo und in vitro. 


IT. Mitteilung’). 
Die Adsorption durch die roten Blutkérperchen. 


Von 
B. Sharsky. 
(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1923.) 


In der ersten Mitteilung!) wurde bewiesen, dais KiweiBabbau- 
produkte (Erepton, Diphtherietoxin), dem Kaninchen intravendés 
eingefiihrt, in dem sofort entnommenen Blute nicht zu entdecken 
sind. Dieses Verschwinden der Abbauprodukte aus dem Blutkreislaufe 
ist aber nur ein scheinbares, da sie nach dem Kochen des Blutes quanti- 
tativ wieder zu finden sind. Dieselbe Erscheinung tritt auch in vitro 
ein, wenn dem Blute Diphtherietoxin zugegeben wird. Da dem Serum 
diese Eigenschaft, einer Lésung EiweiBabbauprodukte zu entziehen, 
nicht zukommt, so konnte man schlieBen, dab fiir diese Erscheinung 
die Formelemente des Blutes verantwortlich sind. 

Um festzustellen, welchen Elementen des Blutes die Adsorptions- 
fihigkeit zukommt, wurden weitere Untersuchungen (in vivo und 
in vitro) mit roten Blutkérperchen angestellt. 

Versuche in vitro. Fir diese Versuche wurden die roten Blut- 
kérperchen durch Zentrifugieren von defibriniertem Kaninchenblut 
und mehrmaliges Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung erhalten. 
Dann wurde zu je 4 ccm einer Emulsion von Blutkérperchen in Koch- 
salzlésung (5 cem Blutkérperchen in 25 cem Kochsalzlésung) Diphtherie- 
toxin (1 ccm) zugesetzt; die Mischung im Brutschrank eine halbe Stunde 
aufbewahrt und nach der Adsorption die Abbauprodukte bestimmt. 





Tabelle I. 
mg NoOs 
Hauptversuch Adsorption 
Kontrollversuch 
ungekochtes Blut gekochtes Blut Pion. 
0,0146 0,0046 0,0152 68,5 
0,0153 0,0045 0,0158 70,6 
0,0140 0,0042 0.0147 70.0 
0,0200 0,0060 0,0210 70,0 
0,0180 0,0057 0,0200 68,4 


1) I. Mitteilung, diese Zeitschr. 135, 21, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 3 
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Aus diesen Zahlen ergibt sich, dafB das Blut seine Adsorptions. 
fahigkeit den roten Blutkérperchen verdankt. 

Versuche in vivo. Kaninchen wurden intravenés je 10 cem Di- 
phtherietoxin beigebracht, worauf sie sofort entblutet wurden. Das 
Blut der Versuchstiere wurde defibriniert und zentrifugiert. Die iso- 
lierten Blutkérperchen wurden im nativen und gekochten Zustande 
gleichzeitig auf ihren Gehalt an EiweiBabbauprodukten untersucht. 
Zur Kontrolle benutzten wir ungekochte und gekochte rote Blut- 
kérperchen normaler Kaninchen. Es sei hier erwahnt, daB die Menge 
der in den gekochten Proben gefundenen EiweiBabbauprodukte von 
der Dauer des Erhitzens abhiingig ist. Um Fehler in dieser Hinsicht 
zu vermeiden, hielten wir es fiir nétig, in allen unseren Versuchen 
das Sieden in bestimmter Weise durchzufiihren; das Blut wurde in 
(etwa 2cm) breiten Probierréhrchen unter bestindigem Umschiitteln 
1 Minute im siedenden Wasserbade gehalten. 





Tabelle II. 
mg N2O3 
Blutkérperchen: || Physiologische ~ 
menge || Kochsalzlésung a Hauptversuch Kontrollversuch 
‘ies cari ungekochtes Blut gekochtes Blut "0rmaler Kaninchen 
¢ 5 Spuren 0,0057 0,0022 
3 6 - 0,0050 0,0016 
5 8 0,0010 0,0090 0,0028 
5 10 0,0008 0,0093 0,0031 


Wie zu ersehen ist, geben die Erythrocyten vor dem Aufkochen 
nur spurenweise die von ihnen adsorbierten Eiweibabbauprodukte 
an physiologische Kochsalzlésung ab; nach dem Aufkochen konnte 
dagegen eine bedeutende Menge dieser Produkte in der Lésung auf- 
gefunden werden. Erythrocyten normaler Tiere liefern dagegen beim 
Erhitzen bedeutend weniger EiweiBabbauprodukte. 

Aus den obigen Versuchen geht mit voller Deutlichkeit hervor, dap 
die Fdhigkeit, EiweiBabbauprodukte zu adsorbieren, sowohl in vivo als 
in vitro den roten Blutkérperchen eigen ist. 


Einflu8 der Aufbewahrungszeit von Blutkérperchen 
auf ihre Adsorptionsfihigkeit. 


15cem mehrmals gewaschener roter Blutkérperchen wurden in 75ccm 
physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und im Eisschrank auf- 
bewahrt. Fiir jeden Versuch wurden nach bestimmter Zeit je 3 cem dieser 
vorher durchgeschiittelten Emulsion entnommen, mit 1 cem Diphtherie- 
toxin versetzt, eine halbe Stunde im Brutschrank gehalten, dann 
wurden die nicht adsorbierten Abbauprodukte bestimmt. Im Kontroll- 


versuch wurde das Blut durch physiologische Kochsalzlésung ersetzt. 
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Tabelle III. 





Adsorption in Prozenten nach Stunden 


0 - 24 48 72 120 
70,4 63,5 52,0 38,3 21,0 
68,0 52,3 40,0 35,2 20,0 
71,0 55,6 39,0 30,0 18,0 


Die Adsorption sinkt deutlich mit der Dauer der Aufbewahrung, 
behalt jedoch diese Eigenschaft noch nach 5 Tagen, wenn auch in 
geringerem Mahe, bei. 


Einflu8 der Konzentration des Toxins auf die Adsorption. 

Je 0,5 cem roter Blutkérperchen wurden in 2,5 cem physiologischer 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt, mit steigender Menge Toxin behandelt 
und mit Kochsalzlésung auf 4 ccm aufgefillt. Als Kontrolle dienten 
gleiche Toxinmengen in Kochsalzlésung ohne Zusatz von Blutk6érperchen. 
Fiir jede Konzentration wurden also je ein Hauptversuch und ein 
Kontrollversuch angestellt. Diese Anordnung ist deswegen notwendig, 
weil die angewandte Bestimmungsmethode nur bei niederen Konzen- 
trationen der Abbauprodukte genau quantitative Resultate liefert. 
Oberhalb gewisser Grenzen ist die Menge der erhaltenen Nitrite der 
Menge der Abbauprodukte nicht mehr proportional. Dies ist aus dem 
folgenden Beispiel ersichtlich. 


Tabelle LV. 





Toxinmenge Physiol. NaCl mg N20, Toxinmenge | Physiol. NaCl nt NaC 
__ecm com com com 

0,1 1,4 0,0010 0.8 0,7 0,0102 
0,2 1,3 0,0021 0,9 0,6 0,0120 
0,3 1,2 0,0032 1,0 0,5 0,0147 
0,4 aah 0,0041 1,1 0,4 0,0160 
0,5 1,0 0,0053 1,2 0,3 0,0180 
0,6 0,9 0,0067 15 0,0 0,0210 
0,7 0,8 0,0089 





Nach einem halbstiindigen Verbleiben der Proben im Brutschrank 
wurden die Abbauprodukte in der iiblichen Weise bestimmt. 

Die Resultate finden sich in der Tabelle V. 

Fir die Falle einfacher, sogenannter mechanischer Adsorption 
kann man die Beziehung zwischen der Konzentration des gelésten 
Kérpers und der adsorbierten Menge desselben meistens durch die 
Formel X = K (C — X)" ausdriicken. 

Ein Blick auf die Zahlen der unten angefiihrten Tabelle zeigt, 
daB in unserem Falle diese Formel vollstandig versagt. Es ist darin 
nichts Uberraschendes, denn die Formel von Freundlich ist ja bekanntlich 

3% 
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Tabelle V. 
Bluts | Physiol die Ad 
uts Physiol. a. Adsorption 
kérpers Kochsalz- Toxine 1 : 
P menge 2 
chen | lésung Haupt- Kontroll- — Haupt- Kontroll- 1 2 
pets Wit Bee Kase versuch versuch versuch versuch TD ae 
0,5 2,50 1,00 0,0076 0,0367 0,0093 0,0247 71 69 
05 2,70 , 0,80 — — 0,0082 0,0185 —_ 56 
0,5 2,75 0,75 0,0046 0,0092 0,0060 0,0128 50 54 
0,5 2,90 0,60 — — 0,0053 0,0105 —_ 50 
0,5 3,00 0,50 0,0032 0,0041 0,0034 0,0049 22 30 
0,5 3,10 0,40 — — 0,0028 0,0032 — 13 
0,5 3,25 0,25 0,0023 0,0022 0,0025 0,0021 0 0 
05 330 | 020 se i 00017 00015 — 0 


fiir solche véllig reversible Adsorptionsprozesse angegeben, wie z. B. 
fiir die Adsorption von Essigsiiure an Kohle usw.; die Versuche von 
Michaelis haben gezeigt, dab, wenn wir bei demselben Adsorbens. 
z. B. Kohle, Korper von komplexerer Natur, wie Proteine, Albu- 
mosen usw., nehmen, die gewéhnliche Adsorptionsformel nicht mehr 
giiltig ist. Nun wird in unserem Falle die ganze Erscheinung noch 
dadurch wesentlich verwickelter, daB anstatt eines verhiltnismabig 
einfachen Adsorbens, wie z. B. Kohle, wir es mit einem in kolloid- 
chemischer Hinsicht so komplizierten Kérper zu tun haben, wie dies 
die Erythrocyten sind. 


Zusammenfassung. 

1. Der in der ersten Mitteilung gemachte Befund, daB die EiweiB- 
abbauprodukte durch die Formelemente des Blutes adsorbiert werden, 
wird weiter durch direkte Versuche mit isolierten Erythrocyten in 
vitro bzw. in vivo vollig bestitigt. 

2. Die Adsorptionsfaihigkeit der Erythrocyten sinkt allmahlich 
beim Aufbewahren derselben ab, geht aber noch nach 5 Tagen nicht 
ganz verloren. 

3. Die Menge der adsorbierten Abbauprodukte haingt bei gleicher 
Erythrocytenmenge von der Konzentration der ersteren ab. Die Be- 
ziehung zwischen der Konzentration und der adsorbierten Menge laBt 
sich nicht durch die von Freundlich aufgestellte, einfache Adsorptions- 
formel ausdriicken. Die Abweichung ist wahrscheinlich dadurch be- 
dingt, daB sowohl das Adsorbendum — die Eiwei8abbauprodukte — 
als auch das Adsorbens — die Erythrocyten — Ké6rper von recht 
komplizierter Natur sind. 
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Adsorption von EiweiBabbauprodukten 
durch die Formelemente des Blutes in vivo und in vitro. 


Itl. Mitteilung?). 


Adsorptionsfihigkeit des Blutes verschiedener Tiere. 


Von 


B. Sbarsky und D. Michlin. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau und der biochemischen Abteilung des Staatsinstituts fiir experi- 
mentelle Veterinairkunde. ) 


(Eingegangen am 25. Juni 1923.) 


Bezugnehmend auf die Tatsache, daB Toxine unzweifelhaft Abbau- 
produkte der Proteinstoffe sind, und daB den Formelementen des 
Blutes die Fahigkeit zukommt, Proteinabbauprodukte zu_binden, 
wurde in der ersten Mitteilung die Vermutung ausgesprochen, dab 
der erste Akt der Immunisation die Adsorption der Toxine durch die 
Blutkorperchen sei. 

Um weitere Aufschliisse 'iiber diesen Gegenstand zu gewinnen, 
suchten wir festzustellen, ob zwischen der Empfindlichkeit verschiedener 
Tierarten einem bestimmten Toxin gegeniiber und der Fahigkeit ihres 
Blutes, aus demselben Proteinabbauprodukte zu adsorbieren, ein 
Zusammenhang besteht. Als Toxin wihlten wir das Diphtherietoxin, 
als Versuchstiere: Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, Pferde, 
Hithner und Tauben, da in der Literatur zahlreiche Angaben iiber 
die Empfindlichkeit dieser Tierarten gegeniiber dem Diphtherietoxin 
zu finden sind. . 

Die Versuche wurden in folgender Weise durchgefiihrt. Das aus 
der Vene (bei Ratten direkt aus dem Herzen) entnommene Blut wurde 
mit der gleichen Menge 0,4proz. Ammoniumoxalatlésung vermischt. 
Zu je 6cem Oxalatblut wurden 2ccm Toxin gegeben, das Gemisch 
wurde eine halbe Stunde stehengelassen und in zwei gleiche Portionen 
zu je 4ccm geteilt. In einer Probe wurde die Adsorptionsverbindung 
zwischen Toxin und Blutkérperchen durch eine Minute langes Erhitzen 
in siedendem Wasser zerstért (vgl. die vorigen Mitteilungen). In den 
Kontrollversuchen wurde das Blut durch Wasser ersetzt. 


1) I. und II. Mitteilung, diese Zeitschr. 185, 21; 141, 33, 1923. 
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38 B. Sbarsky u. D. Michlin: 


Zahlreiche Versuche wurden in dieser Weise ausgefiihrt. Als 
Beispiel seien hier folgende Resultate angegeben. 
Durch das Blut verschiedener Tiere adsorbierte Abbauprodukte. 





mg N2O3; * | _™8 N2O3 s " 

Tierart = gored 8 a 2 | E | £ a $ . 2 | e 

¢3 | 42 oo ge ee 1 ee e os 

3 am | g =) 2 i @ 35 8 -) a. ae 

% | o a | 

5 ad i _/- | Proz. i 5 Blak a __ || Proz 
i ee eee 0,0274 | 0,0340 | 0.0310 | 12,0 | 0,0272 0,0360 | 0,0320 15,0 
Kaninchen. . 0, 0082 0, 0402 0, ,0334 | 76, 5 | 0, 0082 0, 0372 | 0,0341 76,0 
SR os Ose a 0.0038 0.0312 0.0306. 87.6 | 00,0046 0,0428 | 0.0416 89.0 
Meerschweinchen . | 0,0034  0,0357 0, 0336 | 90. 0 | 0,0018 | 0.0341 | 0, 0205 92,2 
POR soe na || 0, 0030 0.0402 0.0324 91,0 0,0025 0.0394 | 0,0356 | 92,7 
Vee: oe 10, 0020 | 0, 0362 0,0318 94,0 | 0,0009 | 0,0412 | 0,0382 97,6 


Wie aus ie Tabelle ersichtlich ist, verhalt sich das gekochte 
Blut verschiedener Tierarten in ganz gleicher Weise derart, da in 
keinem Falle Adsorption eintritt. Das wngekochte Blut liefert dagegen 
Adsorptionszahlen, die fiir jede Tierart charakteristisch sind. Es zeigte 
sich in vielen Versuchen, daB bei einer und derselben Tierart die GréBe 
der Adsorptionsfahigkeit in sehr engen Grenzen (von 2 bis 3 Proz.) 
schwankt. Dieser Befund ermdglicht es, nach der AdsorptionsgréBe 
des Blutes seine Herkunft vorauszusagen. 


Die Mittelzahlen der Adsorptionsfaihigkeit des Blutes der unter- 
suchten Tiere lassen sich in folgende Reihe ordnen: 


Ratte Kaninchen Pferd Meerschweinchen Huhn Taube 
14 Proz. 75,8 Proz. 88 Proz. 91,8 Proz. 93 Proz. 95 Proz. 


Uber Empfindlichkeit verschiedener Tiere gegen Diphtherie finden 
sich in der Literatur folgende Angaben vor. 


Roux und Jersin') ordneten zuerst verschiedene Tierarten in eine Reihe 
ihrer Empfindlichkeit gegen Diphtherietoxin. Die geringste Empfindlichkeit 
fanden diese Autoren bei Ratten, eine gréBere bei Kaninchen, Meerschwein- 
chen und die gréBte bei Tauben. Escherich*), der mit Diphtheriebouillon 
experimentierte, fand bei Meerschweinchen eine gréBere Empfindlichkeit 
als bei Kaninchen. Morax und Elmassion*) bestatigen die hier angefiihrten 
Resultate und zeigten, daB auf 100 g Kérpergewicht die letale Dosis fiir 
Kaninchen — 0,005cem, fiir Meerschweinchen — 0,002 ccm - betrug. 
Behring*) bestatigt die auf Ratten und Tauben beziiglichen Angaben, fand 
aber bei Kaninchen und Meerschweinchen widersprechende Resultate; 
die Kaninchen schienen empfindlicher als Meerschweinchen. Zu gleicher 


Zeit machte Behring darauf aufmerksam, daB bei der Frage der Empfindlich- 


1) Ann. de l’'Inst. Pasteur 1888. 

2) Ebendaselbst 1898. 

3) Zeitschr. f. Hyg. 7, 1890. 

*) Allgem. Therapie d. Infektionskrankh. 1898. 
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keit die Rasse der Tiere nicht ohne Belang ist. So unterscheiden sich die 
deutschen und englischen Meerschweinchen ganz merklich in ihrer Empfind- 
lichkeit gegen dieselben Toxindosen. 

Die sich hier teilweise widersprechenden Resultate sind sicher 
auch der Bestimmungsmethode und der Unméglichkeit, die Toxine 
genau zu dosieren, zuzuschreiben. Die biologischen Bestimmungs- 
methoden basieren auf den Temperatur- und Gewichtsschwankungen 
des untersuchten Tieres oder auf dem Zeitintervall zwischen der Toxin- 
einfiihrung und dem Tode, was individuellen Schwankungen unterliegt, 
und worauf schon Behring aufmerksam gemacht hat. Jedenfalls ist 
es zweifellos, daB die Ratten und Tauben die zwei entgegengesetzten 
Endglieder dieser Reihe bilden. Wir konnten diese methodischen 
Bestimmungsfehler vermeiden, da wir bei der Mischung des Blutes 
mit dem Toxin in vitro die Adsorption auf rein chemischem Wege 
bestimmten. In unseren Versuchen kompensieren sich die individuellen 
Schwankungen gegenseitig, da die oben angefiihrten Zahlen Mittel- 
werte vieler Beobachtungen darstellen. Die von uns beobachtete 
Reihe ist fast identisch mit derjenigen, welche friiher von verschiedenen 
Immunititsforschern aufgestellt worden ist. Diese Ubereinstimmung 
ist so tiberraschend, daB sie gewissermaBen die Hypothese des einen 
von uns [Sbarsky1)] iiber den Zusammenhang zwischen Empfindlichkeit 
der Tiere gegen die Toxine und der Adsorption seiner roten Blut- 
kérperchen unterstiitzt. 


Zusammenfassung. 

1. Es erwies sich, daB die Adsorptionsfahigkeit des Blutes gegen- 
iiber EiweiBabbauprodukten bei verschiedenen Tierarten in weiten 
Grenzen variiert. 

2. Auf Grund vieler Versuche wurde festgestellt, daB die Ad- 
sorptionsgréBe des Blutes gegeniiber den EiweiBabbauprodukten des 
Diphtherietoxins fiir jede Tierart einen charakteristischen Wert darstellt. 

3. Ordnet man die untersuchten Tiere nach zunehmender Ad- 
sorptionsfihigkeit ihres Blutes gegeniiber dem Diphtherietoxin, so 
erhalt man folgende Reihe: Ratte, Kaninchen, Pferd, Meerschweinchen, 
Huhn und Taube. Diese Reihe stimmt fast vollstandig mit derjenigen 
iiberein, die von verschiedenen Immunititsforschern fiir die Empfind- 
lichkeit derselben Tierarten gegen Diphtherietoxin aufgestellt worden ist. 

4. Diese Ubereinstimmung unterstiitzt die friiher ausgesprochene 
Annahme, da zwischen Adsorptionsfihigkeit und der Empfindlichkeit 
eines Tieres dem Toxin gegeniiber ein gewisser Zusammenhang besteht. 


1) Siehe I. Mitteilung, diese Zeitschr. 135, 21, 1923. 
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Uber die Abhingigkeit, 
der Temperaturempfindlichkeit der Malzamylase von der Aciditiit. 


Von 
Efr. Ernstrém. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. Juli 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor kurzer Zeit haben Liiers und Lorinser!) in dieser Zeitschrift 
eine Mitteilung tiber die Hitzeinaktivierung der Amylase in Abhingigkeit 
von der Wasserstoffionenkonzentration veréffentlicht. 

Die genannten Verfasser erwihnen darin einleitend einige auf 
diesem Gebiete ausgefiihrten Untersuchungen; meine Arbeit ,,Uber den 
Temperaturkoeffizienten der Stirkespaltung und die Thermostabilitit 
der Malzamylase und des Ptyalins‘: scheint ihnen aber auffallender- 
weise entgangen zu sein”), 

Meine Arbeit enthalt unter anderem eine Untersuchung iiber die 
Abhangigkeit der Temperaturempfindlichkeit sowohl der Malzamylase 
als des Ptyalins von der Aziditat. Bei den Untersuchungen wurde 
als Puffer teils Phosphatgemisch, teils Natrium- oder Calciumacetat- 
gemisch verwendet. In allen untersuchten Fillen lag das Maximum 
der Thermostabilitat innerhalb der Grenzen fiir maximale Wirkung 
ganz gemaB dem Ergebnis der Herren Liiers und Lorinser. 

Liiers und Lorinser haben in ihren Untersuchungen Acetatgemisch 
als Puffer verwendet. Ich will darum hier kurz meine eigenen Versuche 
mit Natriumacetatgemisch als Puffer erwaihnen. 

In zugeschmolzenen Roéhren wurden 8ccm Malzamylaselésung 
(Trockensubstanz 0,63 mg per Kubikzentimeter) mit 10 cem n/10 Na- 
triumacetatlésung bei verschiedener Aziditét (py = 4,01, 4,61, 5,06, 
5,17, 5,87, 6,28, 6,62 und 6,75) 60 Minuten lang auf 55°C gehalten. 
Nach der Erhitzung wurde die Hialfte jeder Lésung zur Starkever- 


1) Liiers und Lorinser, diese Zeitschr. 138, 487, 1922. 

*) Ernstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1922. Meine Arbeit 
ist am 20. April 1922 erschienen; die dem Titel entsprechend das gleiche 
Thema behandelnde Mitteilung von Liiers und Lorinser ist der Redaktion 
am 2. August 1922 zugegangen. 
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Efr. Ernstrém: Malzamylase. 4] 


zuckerung verwendet, welche bei optimalem py (5) bei 37° ausgefihrt 
wurde. Reaktionsgemisch: 50 cem 2proz. Starkelésung, 20 cem Puffer- 
gemisch, 4ccm Enzymlésung elk 
und Wasser bis zusammen “ 
100 ccm. Die andere Hilfte 
jeder erhitzten Lésung wurde 
zur Bestimmung von py ver- 
wendet. Der erhaltene Zucker 
wurde nach Bertrand als Mal- 
tose bestimmt und die Reak- 
tionskonstante wurde nach 





60 


1 
der Formel k = — log on I 
t a—2x 


berechnet. a ist gleich 70 ge- 
setzt, x gleich der wahrend 
der Reaktion — gebildeten Pn 
Zuckermenge. Fiir die erhitzte Abb. 1. 
Enzym-Acetatlésung mit py = 5,17 in der Reaktionsmischung ist die 
Reaktionsgeschwindigkeit mit 100 bezeichnet. 

Die Zahlenresultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt 
(vgl. meine Arbeit, 1. c., 8.225, Versuch 26 und 27). 





Relative Relative 





| k 1088 Reaktio: ‘ k 108 Reaktionsge- 
Pu | | ochwindigkeiten Pu | schvetedighetee 
4,01 0,6 3,0 5,87 20,6 96,7 
4,61 14,0 67,0 6,28 17,0 79,8 
5,06 | 21,0 99,0 6,62 8,6 40,4 
517 | 213 100,0 6,75 6,0 28,5 


Aus der Tabelle geht hervor, daB bei den untersuchten Wasser- 
stoffionenkonzentrationen die Stabilitaét am gréBten bei rund py = 5,2 
ist. Wird das Resultat graphisch dargestellt, mit der relativen Reaktions- 
geschwindigkeit als Funktion von py, so zeigt sich, daB ein Maximum 
der Stabilitat bzw. ein Minimum der Empfindlichkeit bei etwa dem- 
selben py liegt, das auch Liiers und Lorinser fanden. 

Der Grad der Ubereinstimmung mit der Untersuchung von 
Liiers und Lorinser geht am besten aus obiger, aus der Arbeit 
dieser Herren erhaltenen Kurve hervor. Worauf die starken Ab- 
weichungen im py-Gebiet 5,5 bis 6,5 beruhen, wird in diesem 
Laboratorium naher untersucht. 














Beitrige zum Studium der Bakterientyrosinase. 
Von 
(. Stapp. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium der biologischen Reichsanstalt 
fiir Land- und Forstwirtschaft Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 

Die einzige Méglichkeit, sich von der Echtheit eines Leguminosen- 
knéllchenbakterienstammes zu tiberzeugen, bot bis vor kurzem der 
Pflanzenversuch. Seit Einfiihrung der serobiologischen Priifungs- 
methoden in die landwirtschaftliche Bakteriologie zieht man auch diese 
zur Erkennung von Kndllchenbakterienreinkulturen heran. Wahrend 
das erste Verfahren sehr zeitraubend und nicht immer einwandfrei 
durchfiihrbar ist, erfordert das zweite eine gewisse Ubung in der sero- 
logischen Technik und ist, sofern man erst die dazu notwendigen Sera 
herstellen muB, auch recht umstindlich. Es fragt sich deshalb, ob 
nicht andere Bestimmungsverfahren ausgearbeitet werden kénnten, die 
sich bei gleicher Sicherheit einfacher und schneller durchfiithren lassen. 
Gedacht war dabei an die Méglichkeit, durch eingehende biologische 
Studien der Leguminosenknéllchenbakterien eine Reihe streng diffe- 
rentialdiagnostischer Merkmale herauszufinden, mittels deren sich nicht 
nur die Kinordnung der zu bestimmenden Kultur in die groBe Gruppe 
der Knéllchenbakterien erméglichen lieB, sondern aus denen dariiber 
hinaus auch auf ihre bestimmte Artzugehérigkeit geschlossen werden 
k6nnte. 

Da von mir nach der Inangriffnahme der darauf_ beziiglichen 
Untersuchungen zuerst bei den Knéllchenbakterien von Soja hispida 
und spiter auch bei anderen Kndéllchenbakterien das Vorbandensein 
von Tyrosinase festgestellt wurde und iiber diese Bakterienoxydase 
bisher nur wenige Veréffentlichungen vorliegen, schien mir ein niheres 
Kingehen auf die Frage nach dem Vorkommen, den Eigenschaften und 
der Wirkungsweise dieses Fermentes bei den Kndéllchen- und anderen 
Bakterien zweckmabig. 
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Geschichtliches. 

Die Tyrosinase ist bekanntlich eine in ihrer Wirkung der Phenolase 

ahnliche Oxydase, die sowohl in Pflanzenzellen wie im Tierk6rper 
aufgefunden worden ist. 


Uber ihre biologische Bedeutung herrscht insoweit Klarheit, als 
sie heute allgemein zu den Aimungsenzymen gerechnet wird, einer 
Gruppe von Fermenten, die einen anderweit bereits ohne Mitwirkung 
des Sauerstoffs eingeleiteten Substanzabbau durch die Vermittlung 
des Sauerstoffs weiterfiihren, also an den oxydativen Umwandlungen 
der Spaltstiicke beteiligt sind und die in der abzubauenden Substanz 
enthaltene potentielle Energie in Arbeit und Wiarme umsetzen. Da 
die Tyrosinase Tyrosin und p-Kresol, d. h. Abbauprodukte der EiweiB- 
stoffe, oxydiert, wird sie, wie die Xanthinoxydase, als Ergiinzungsglied 
der Proteasenreihe angesehen. 

Die ersten Angaben iiber das Vorkommen von Tyrosinase stammen 
von Gessard aus dem Jahre 1901 (1). Er -beobachtete, da8 eme von Cassin 
entdeckte und von Radeis als zur Gruppe der Pyocyaneusbakterien gehérig 
erkannte Mikrobe nur dann ihr rotes und schwarzes Pigment bildete, wenn 
Tyrosin in dem Kulturmedium vorhanden war, und nannte sie daher Bacille 
mélanogéne. Das gebildete Pigment soll demjenigen identisch sein, das 
Tyrosin unter dem Einflu8 von Pilztyrosinase gibt. Das Enzym wurde 
von ihm weder in der Kultur noch in der wasserigen Lésung gefunden, 
weshalb Gessard annahm, daB es intracellular vorhanden sein miisse. 


1902 berichtete K. B. Lehmann (2), daB er auf der Suche nach Bakterien- 
tyrosinase in verschiedenen Fallen ein Braunwerden des Nahrbodens 
beobachten konnte, wenn er ihm Tyrosin zusetzte. Bei Bac. fluorescens 
non liquefaciens wurde der peptonhaltige Nahrboden hiaufiger ohne jeglichen 
besonderen Zusatz braun; die Braunfarbung blieb aus, wenn der Nahrboden 
zu gleicher Zeit Zucker enthielt. Fiir die Annahme, daB8 das Bakterium 
aus dem Pepton des Nahrbodens bei Fehlen von Zucker Tyrosin abspaltet 
und letzteres durch eine Oxydase verindert wird, glaubte er dadurch eine 
Stiitze gefunden zu haben, da bei kiinstlichem Tyrosinzusatz auch der 
zuckerhaltige Naihrboden braun wurde und sich die Braunfarbung von 
zuckerfreiem Nahrboden noch verstarkte. 


D. Carbone (3) ziichtete 1906 mehrere Mikroorganismen in sauren und 
alkalischen Salzlésungen mit und ohne Zusatz von Tyrosin. Micrococcus 
melitensis, Bac. pestis bubonicae, Staphylococcus pyogenes aureus, Bac. 
anthracis und Bac. prodigiosus vermochten keinerlei Farbungen hervor- 
murufen. Bac. pyocyaneus erzeugte eine intensivere Farbung bei Tyrosin- 
gegenwart, doch war echte Melanogenese nicht nachzuweisen. Dagegen 
farbte Vibrio cholerae die tyrosinhaltigen, eisenfreien Nahrbéden charak- 
teristisch braiunlich-orange, die tyrosinfreien, mit Ausnahme der eisen- 
haltigen, gar nicht. Auch die alten Cholerakulturen in gew6hnlicher Bouillon 
zeigten einen rétlichbraunen Farbton. Das Berkefeldfiltrat emer tyrosin- 
freien Kultur gab nach Tyrosinzusatz und Aufbewahren im Brutschrank 
die charakteristische Farbung nicht. Deshalb wurde die Existenz einer 
intracellularen Tyrosinase auch bei Vibrio cholerae angenommen. Bae. coli 
farbte zwar die tyrosinhaltigen Lésungen braungelb, aber der Farbton 
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war ein wesentlich anderer als der durch Vibrio cholerae erzeugte. Wie 
Bac. coli verhielt sich auch Bac. icteroides. 


Uyeda (4) beschrieb im gleichen Jahre einen von ihm aus dem Tabak 
isolierten Bazillus, den er fiir die Welkkrankheit der Tabakpflanze ver. 
antwortlich machte. Dieser Bac. Nicotianae soll auf vielen Nahrsubstraten 
einen schwarzen oder grauschwarzen Farbstoff erzeugen und unter andere 
Tyrosinase enthalten. 


1908 priiften Lehmann und Sano (5) eine ganze Reihe von Mikro. 
organismen auf ihre Fahigkeit, Tyrosinnahrbéden braun zu farben, und fanden 
nur drei Arten, denen diese Eigenschaft zukam. Am stiarksten farbte 
Actinomyces chromogenes. ,,Schwicher aber ganz unzweifelhaft war dic 
Reaktion bei Bacterium putidum und Bacterium phosphorescens.““ Bei 
Actinomyces schien die Intensitaét der Farbung mit der Wachstumsintensitiit 
parallel zu gehen. Bei Versuchen mit verschiedenen Tyrosinmengen trat 
die Farbstoffbildung am intensivsten und schnellsten auf mit 1,5prom. 
Tyrosin versetzter Gelatine ein, so daB bei Bact. phosphorescens und Bact. 
putidum am niichsten Tage schon dunkelbrauner, bei dem langsamer 
wachsenden Actinomyces chromogenes am zweiten Tage tiefschwarzer Farh- 
stoff gebildet war. Schwachste und langsamste Farbstoffbildung war bei 
0,5prom. Tyrosinzusatz eingetreten. 


Es gelang nicht, die Tyrosinase durch Lésungsmittel (#/, Glycerin 
+ 1/, Wasser, oder Wasser allein) abzutrennen, ,,im Gegenteil, es macht 
den Eindruck, als ob die Oxydation des Tyrosins in der lebenden Zelle 
stattfande und erst das Oxydationsprodukt nach auBen diffundierte™. 


Einen weiteren Beitrag zur Frage der Tyrosinoxydation durch Bakterien 
brachte 1911 Beijerinck (6). Wenn er auch der erste Forscher ist, der 
dariiber ausfiihrlicher berichtete, so mu8 doch sein Prioritatsanspruch, 
den er auf diesem Gebiete geltend macht, bestritten werden. Die angefiihrten 
alteren Literaturangaben sind ihm anscheinend unbekannt gewesen. 
Beijerinck beschrieb eine in See- und Grabenwasser vorkommende Mikrobe, 
die den Cholera- und Leuchtvibrionen nahestehen soll, und der er den Namen 
Microspira tyrosinatica gegeben hat. Durch Ziichtung der Reinkulturen 
in weiten Erlenmeyerkolben in einer leicht alkalischen Natriumtyrosinat- 
lésung mit den nétigen anorganischen Salzen bei 30° konnte er das schwarze 
Pigment in gréBeren Quantitaéten erzeugen. Die Oxydation ging relativ 
langsam vonstatten. DaB es sich bei dieser Oxydation um einen 
enzymatischen Vorgang handelte, bewies Beijerinck dadurch, daB er Bouillon- 
agar-Kulturmaterial in Chloroformdampf tétete und dann auf einen Tyrosin- 
agar oder in die entsprechende Nahrlésung iibertrug. Bei 40° trat dann 
ziemlich schnell Schwarzfairbung auf. Da die Reaktionen mit solehem 
abgetéteten Material nur schwach waren, wurde als nicht iiberraschend 
angesehen, da das Enzym, das als wesentlicher Bestandteil des lebenden 
Protoplasmas betrachtet wird, gréBtenteils zerstért sei. Die Tyrosinase- 
funktion der Microspira tyrosinatica soll durch unbekannte Einfliisse 
vollstandig verloren gehen kénnen. 


1913 erwahnt Schuster (7), da®B das von ihm entdeckte Bacterium 
Xanthochlorum, dessen pflanzenpathogene Eigenschaften er feststellte, 
unter bestimmten, nicht naher bekannten Umstinden Tyrosinase zu pro- 
duzieren imstande sei. Die durch das Bakterium hervorgerufene Schwarz- 
farbung der Stengel von Vicia Faba wird auf Tyrosinasewirkung zuriick- 
gefiihrt. 
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Aus diesen Angaben ist ersichtlich, wie verschwindend gering die 
Zahl derjenigen Bakterienarten ist, in denen bis jetzt mit Bestimmtheit 


die Tyrosinase nachgewiesen ist. Dariiber, da sie als ein intrazellulares 


Enzym betrachtet werden muB, herrscht in allen Fallen, in denen 
Priifungen in dieser Hinsicht angestellt worden sind, volle Uberein- 


stimmung. 


Tyrosinasenachweis bei Bakterien. 


Es war von mir zuerst bei einem Stamme der Sojabakterien das 
Vorhandensein von Tyrosinase beobachtet worden. Spiter mit mehreren 
anderen Staimmen derselben Spezies durchgefiihrte Priifungen hatten 
das gleiche Ergebnis gezeitigt. Selbst drei schon jahrelang auf kiinst- 
lichem Substrat geziichtete Sojabakterienkulturen, und zwar eine von 
Simons (Dresden) und eine von Hiltner (Miinchen), sowie eine aus 
der hiesigen Sammlung stammende und bereits 1910 isolierte Kultur 
vermochten, wenn auch etwas schwicher als die frisch gewonnenen 
Stimme, Tyrosin zu oxydieren. Der mit 0,15 Proz. Tyrosin versetzte 
Nahragar zeigte nach Impfung und einer Bebriitung von 48 Stunden 
eine deutliche Braunschwarzfirbung der oberen Schicht, und im Ver- 
laufe von 8 Tagen war eine vollstaindige Dunkelfarbung fast der ganzen 
Agarschicht eingetreten. Wurden an Stelle von tyrosinhaltigem Agar 
tyrosinhaltige Nihrlésungen angewandt, so trat, entsprechend der Ent- 
wicklung der Bakterien, eine braune bis braunschwarze Verfairbung 
der Lésungen ein. ; 

Nach dieser Feststellung wurden alle zur Verfiigung stehenden 
und erst wenige Monate vorher reingeziichteten Kndéllchenbakterien 
auf die Anwesenheit dieser Oxydase gepriift und auBerdem auch noch 
andere Mikroorganismen in den Kreis der Untersuchungen einbezogen. 
Uber die Befunde gibt folgende Tabelle AufschluB. 

Die Stirke der Tyrosinasewirkung bei den verschiedenen Bakterien 
ist durch Kreuze gekennzeichnet; +++ = starke, ++ = schwachere, 
+ = schwache Tyrosinasewirkung, — = keine Tyrosinasewirkung, 
? = Tyrosinasewirkung zweifelhaft. 

Simtliche Knéllchenbakterien waren in einem tyrosinhaltigen 
Méhrenauszug oder auf einem Mohrenagar mit Tyrosinzusatz geziichtet, 
in und auf dem sie alle Wachstum zeigten; in manchen Fallen war 
auch ein Asparagin-Tyrosin-Mannit-Niahrsubstrat angewandt worden. 
Die Sporenbildner Nr. 60 bis 68 gediehen gut in einer dextrosehaltigen 
Bouillon mit Tyrosinzusatz oder auf dem entsprechenden Agar, ebenso 
Vibrio Dunbar, Vibrio Elvers, Bac. tumefaciens und Bac. mesentericus. 
Bac. pyocyaneus und Bac. fluorescens liquefaciens wuchsen auf gewohn- 
lichem Bouillonagar mit Tyrosin, ohne Zucker. Azotobakter wurde 
auf demselben Nahrboden geziichtet wie die Knéllchenbakterien. 
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Mikroorganismen 


Bac. radicicola von Soja hispida (braune Varietit) 
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Nr. Mikroorganismen Tyrosinase 


57 Bac. phytophthorus Appel . . . pr a cae — 


58 »  mesentericus niger (Asporogenform) siete aes ? 
59 é »  4ettnow (sporogen)... . ? 
60 ‘ OSA BR A eI i ii RA — 
61 ao coe a ke eae he ake — 
62 » gfaveolens. . . arg Rae El gaia: Gabe. — 
63 » luteus Smith SERRE TI Nea ate — 
64 a Eee eae rene Peet a aan — 
65 a Se alate ny be ere ee ae wwe — 
66 » Yvobur... RA Raat PES Gee ORs eg — 
67 »  alvei Krompecher SIRES a rata te Ore anon Be ae - 
68 ‘ x (aus Bienendarm) . . go Nd — 
69 aus einer Mehlmottenlarve isoliert ly Stak Mae a — 
70 | Vibrio Dunbar Me Be See es gee ee owe ey Eat ae _ 
7 ” Elvers . *-* . . . . . . . . . . . . . . oot 
72 | Azotobacter chroococcum............. — 
73 . SR TARTU TS _ 
74 = (FOL) 2 ee ee —_ 
75 Actinomyces violaceus?) . . me ee ech aac eraet — 
76 . (aus Pollen isoliert) es api Sn ae hae — 


Da immerhin mit der Méglichkeit gerechnet oendi konnte, daB 
durch besondere Kulturbedingungen oder die Darbietung von Tyrosin 
als einziger Stickstoffquelle bei manchen Mikroben eine sonst nur 
unmerkliche Tyrosinasewirkung sichtlich verstirkt wiirde, wurde eine 
Reihe der oben aufgefiihrten Bakterien auf einen Nahragar weiter- 
geimpft, der aus etwas modifizierter Maassenscher Normalnahrlésung 
(s. Lehmann-Neumann, Atlas und Grundri® der Bakteriologie, 6. Auflage, 
II. Teil, 8. 708) hergestellt war, der an Stelle von Asparagin 1,5prom. 
Tyrosin als Stickstoffquelle und einmal 2 Proz. Rohrzucker, im anderen 
Falle 2 Proz. Glycerin als weitere Energiequelle zugesetzt war. Diese 
Nahrbéden erwiesen sich aber nicht als sonderlich geeignet und nach 
Vermischen derselben mit je der Halfte Bouillonagar wurde ein teil- 
weiser Erfolg nur gesehen bei Bac. mesentericus niger Zettnow in der 
einen Versuchsreihe mit Rohrzucker-Tyrosin-Bouillonagar. Hier war 
im unteren Teile des Réhrchens eine deutliche Dunkelfirbung ein- 
getreten, wihrend sie auf dem gleichen Agar mit Glycerin an Stelle 
von Rohrzucker und auf anderen Substraten nur sehr gering war. 

Eine Braunfairbung des tyrosinhaltigen Nahrbodens wurde weiter- 
hin beobachtet bei Bac. tumefaciens, Bac. ellenbachensis, Bac. graveolens, 
Bac. luteus und Bac. tumescens. Merkwiirdigerweise blieben die Fir- 
bungen bei Ziichtung dieser letztgenannten Bakterien in tyrosinhaltigen 
Nahrfliissigkeiten nur gering. 

1) Der Bacillus aus der Mehlmottenlarve hatte die Eigenschaft, an der 
Larve schwarze Flecke hervorzurufen. 

2) Der Actinomyces-Stamm hatte die Fiahigkeit eingebiiBt, Farbstoff 
zu bilden. 
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Wiahrend das Vorhandensein von Tyrosinase bei den untersuchten 
Kndéllchenbakterien von Soja hispida, Lupinus, Genista tinctoria, Saro- 
thamnus scoparius, Coronilla varia und Tetragonolobus purpureus kaum 
mehr zweifelhaft war — die Nahrsubstrate, einerlei ob fest oder fliissig, 
zeigten stets, sobald Tyrosin zugezogen war und den Kndllchenbakterien 
die sonstigen Bedingungen zur Entwicklung gegeben waren, nach 
wenigen Tagen der Bebriitung, je nach der Starke der in ihnen ent- 
haltenen wirksamen Tyrosinase, eine Braun-, Dunkelbraunschwarz- 
bis Schwarzfarbung —, lieBen die Beobachtungen bei Bac. tumefaciens 
und den Sporenbildnern einen sicheren Schlu8 noch nicht zu. 

Bei den tyrosinasehaltigen Bakterien muBte es gelingen, dic 
Tyrosinoxydation dadurch zu erreichen, daB man eine starke Bakterien- 
aufschwemmung einfach im Reagenzglase mit einer wisserigen Tyrosin- 
lésung mischte. Tatsichlich trat auch bei der Priifung mit den Tyro- 
sinase enthaltenden Kndéllchenbakterien die Oxydation in kurzer Zeit 
ein. Die fermentative Wirkung lieB sich dadurch noch beschleunigen, 
dafS man die Bakterienaufschwemmung zuvor mit einigen Tropfen 
Chloroform versetzte, kraftig durchschittelte und die Priifung bei 
erhéhter Temperatur im Wasserbade vornahm. Ausfiihrliches dariiber 
spater. 

Jedenfalls schien mir dieses Verfahren brauchbar, um in zweifel- 
haften Fallen entscheiden zu kénnen, ob es sich um eine wahre Tyro- 
sinasewirkung handelt oder nicht. Bei den oben genannten Sporen- 
bildnern und bei Bac. tumefaciens blieb, in dieser Weise gepriift, jede 
Oxydationswirkung aus. Die Braunfirbung des Substrates war bei 
ihnen demnach nicht durch das Oxydationsferment hervorgerufen worden. 

Wenn Fuhrmann (8) in seinen ,,Vorlesungen iiber Bakterienenzyme* 
sagt: ,,Bei Bakterien scheint diese Oxydase ziemlich weit verbreitet 
zu sein, ... Es ist ja eine bekannte Erscheinung, daB bei der Zucht 
vieler Bakterien auf Nahragar eine braune Verfarbung auftritt, die in 
der Folge mitunter sehr dunkel wird. In zahlreichen Fallen diirfte 
dieselbe auf eine Oxydation des bei der EiweifBzerlegung gebildeten 
Tyrosins zuriickzufiihren sein“, so zeigen doch die Beobachtungen an 
den Sporenbildnern, daf man bei der Beurteilung derartig braun- 
gefarbter Bakterienkulturen und ihrer Nahrbéden recht vorsichtig 
sein muB. Durch Versuche, auf die spaiter noch zuriickzukommen sein 
wird, konnte festgestellt werden, daB Tyrosin auch ohne Ferment- 
wirkung oxydiert werden kann; es geniigt z. B. eine deutliche Alkalitat 
der Substrate, um eine dunklere Farbung hervorzurufen. Da nun eine 
ganze Reihe von Bakterien den Nahrboden, auf dem sie wachsen, in 
seiner Reaktion in diesem Sinne verandern, so kénnte die Oxydation 
des Tyrosins in manchen dieser Fille allein durch die Verminderung 
der Wasserstoffionenkonzentration ihre Erklirung finden. Allerdings 
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wird niemals dabei das Nahrsubstrat dunkelbraunschwarz gefarbt, , 
sondern héchstens dunkelbraun. In diesen Fallen kann also auf die 
Anwesenheit einer spezifisch wirkenden Oxydase nicht ohne weiteres 
geschlossen werden. 

Ob Bac. mesentericus niger Spuren von Tyrosinase enthielt, war 
mit Sicherheit -nicht festzustellen. Die Reinkulturen dieser Stimme 
sind seit vielen Jahren im hiesigen Laboratorium fortgeziichtet worden, 
und es ist denkbar, daB, wie es Beijernick bei der Microspira tyro- 
sinatica beobachten konnte, durch die lange Kultivierung auf kiinst- 
lichem Substrat die Tyrosinaseaktivitat sehr stark geschwicht ist. Die 
Priifungen waren mit frisch isoliertem Bakterienmaterial zu wiederholen. 

Anna Muschel spricht in einer kiirzlich dariiber erschienenen 
Arbeit (9) ihre Meinung dahin aus, daB Bac. mesentericus niger keine 
Tyrosinase, sondern eher eine Polyphenoloxydase bildet. Auf diese 
Arbeit komme ich noch zuriick. 

Es fiel bei der Betrachtung der Untersuchungsergebnisse bei den 
Kndlichenbakterien auf, daB simtliche gepriiften Luwpinus-Stimme 
Tyrosinase enthielten, wahrend bei denen von Ornithopus sativus die 


_ Oxydase nicht nachzuweisen war. Die Kndllchenbakterien dieser 


beiden Leguminosen stimmen aber, wie die Untersuchungen von Maassen 
und Miiller (10) ergaben, morphologisch und kulturell vollkommen 


_ tiberein, kénnen sich auch, wie durch Pflanzenversuche bewiesen wurde, 


gegenseitig vertreten, was von Simon (11) bestatigt ist, und sind, nach 
ihrem agglutinatorischen Verhalten zu urteilen, wie es Klimmer und 
Kriiger (12) und Vogel und Zipfel (13) iibereinstimmend zeigen konnten, 
als artgleich anzusprechen. Bei haufig wiederholten Versuchen mit 
Serradella — mit festen und fliissigen Nahrsubstraten und mit konzen- 
trierten Bakterienaufschwemmungen wurden die Priifungen durch- 
gefiihrt — blieb jede Oxydation des Tyrosins aus. Ob man den Kultur- 
substraten auch neben Tyrosin andere Stickstoffquellen, wie Ammon- 
sulfat oder Kaliumnitrat zusetzte, das war ohne Belang, das Ergebnis 
blieb stets negativ. Es erhob sich deshalb die Frage, wie wird sich die 
Bakterienreinkultur von Serradella verhalten, die man gewinnen kann 
aus Serradellapflinzchen, die unter Ausschlu8 jeder ungewiinschten 
Infektion und nur nach Beimpfung mit Reinkulturen von Lupinus 
herangezogen werden! Derartige, im Sommer 1922 zwar angesetzte, 
leider aber nicht einwandfrei durchfiihrbare Ziichtungsversuche sollen 
noch ausgefiihrt werden, und ich behalte mir vor, dariiber spiter er- 
giinzend zu berichten. 

Analoge Unterschiede wie zwischen Lupinen und Serradella liegen 
auch vor zwischen Tetragonolobus purpureus einerseits und Anthyllis 
vulneraria sowie Lotus corniculatus andererseits. Auch hier sollen 
Ziichtungsversuche noch naheren AufschluB bringen. 

Biochemische Zeitschrift Band 141. 4 
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Verhalten von Bakterientyrosinase gegen verschiedene Tyrosine und einige 


andere cyklische Verbindungen. 


Es war bei den ersten allgemeinen Priifungen auf Bakterien- 
tyrosinase ein aus der Vorkriegszeit stammendes Tyrosin der Firma 
Kahlbaum (Berlin) verwandt worden, das eine rein weiBe Farbe und 
feinpulverige Beschaffenheit besaB. Ein 1922 bezogenes Tyrosin der- 
selben Firma, das ebenfalls rein weiB, aber mehr leichtflockig war, 
doch dieselben Léslichkeitsverhaltnisse zeigte wie das alte, gab, unter 
denselben Bedingungen angewandt, stets schwichere Reaktionen. 
War der Nabrboden mit Zusatz des alten Praparates nach Beimpfung 
mit Soja und Bebriitung’ meist tiefschwarz gefairbt, so trat bei Ver- 
wendung des neuen Tyrosins nur eine Braunschwarzfirbung auf. Es 
muBten also zwischen den Tyrosinen Unterschiede bestehen, die rein 
biologisch nachweisbar waren. 

Leider war es nicht mehr méglich, die Ursache der Verschiedenheit 
dieser beiden Handelspriiparate ein und derselben Firma mit Sicherheit 
zu ergriinden, weil bereits das alte Tyrosin restlos aufgebracht war, als das 
neue geliefert wurde. 

Der Vorfall gab Veranlassung, eine Anzahl Tyrosine auf ihre 
Brauchbarkeit zu priifen. Neben dem neuen Kahlbaumschen Tyrosin 
stand mir noch ein von der Firma Altmann bezogenes Tyrosin (das 
jedenfalls auch von der Firma Kahlbaum herriihrt) sowie ein im bak- 
teriologischen Laboratorium frither hergestelltes Tyrosin aus Horn- 
spinen und ein auf biologischem Wege aus Pepton durch die Tatigkeit 
von Bac. esterificans seu Bac. praepollens gewonnenes Tyrosin zur Ver- 
fiigung. Ein weiteres Tyrosin wurde von mir biologisch aus Wittepepton 
mit Hilfe von Vibrio Dunbar hergestellt. 


Die Untersuchungen von Abderhalden und Guggenheim (14) haben 
ergeben, da Tyrosine mit verschiedenem optischen Drehungsvermégen 
auch verschieden sind in bezug auf ihre Oxydierbarkeit durch Pilztyrosinase ; 
so wird z. B. d-Tyrosin von Tyrosinase aus Russula delica schwerer ange- 
griffen als die linksdrehende Modifikation. 


Das natiirliche Tyrosin soll bekanntlich in salzsaurer Lisung den 
polarisierten Lichtstrahl nach links drehen, dagegen soll das synthetische 
Tyrosin als eine razemische Vereinigung von d- und |-Tyrosin zu betrachten 
sein. 

Das optische Verhalten der verschiedenen Tyrosine muBte also zuerst 
festgestellt werden. Zu diesem Zweck wurden sie zu je 2 Proz. in Salzsiure 
vom spez. Gew. 1,105 gelést und in dieser Starke zur Polarisation 
verwandt. 


Das Altmannsche Tyrosin drehte deutlich, wenn auch schwach nach 
rechts, das Tyrosin aus Horn deutlich nach links. Das Tyrosin der Firma 
Kahlbaum und die biologisch durch Bac. praepollens und Vibrio Dunbar 
gewonnenen Tyrosine lenkten den polarisierten Lichtstrahl iiberhaupt 
nicht nennenswert ab. Ob es sich bei allen diesen Praparaten um reine 
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yrosine handelt, ist mehr als zweifelhaft. Aus der optischen Drehung 
wird man nicht auf die d- oder |- oder razemische Modifikation schlieBen 
diirfen, sondern es wird wohl ein mehr oder weniger hoher Gehalt des 
|-Tyrosins an d-Leucin die Ursache des verschiedenen optischen Verhaltens 
sel. 

Auffallend war die Schwerléslichkeit des mit Hilfe des Bac. prae- 
pollens gewonnenen Produktes in Wasser. Infolge dieser seiner Eigen- 
schaft war es zum Nachweis der Bakterientyrosinase auch ungeeignet. 
Das durch Vibrio Dunbar aus Pepton erhaltene Tyrosin stand in seinem 
Werte mit dem neuen Kahlbaumschen Priparat etwa gleich. Das 
von Altmann bezogene Priiparat wurde von Bakterientyrosinase etwas 
langsamer oxydiert als die beiden vorhergenannten, und das Tyrosin 
aus Horn eignete sich, trotz seiner triiben Léslichkeit in Wasser, von 
den untersuchten Priparaten am besten zur Oxydation durch die 
Bakterienoxydase. Es wurden aber damit doch noch nicht die Schwarz- 
firbungen der Substrate erreicht wie mit dem alten Kahlbaumschen. 
Es scheint also, da8 das Vorkriegspraparat von Kahlbaum allein gréBere 
Reinheit besaB, wihrend die gepriiften einen verschieden hohen Gehalt 
an Leucin haben diirften. 


Erwahnt sei noch, daB Bezjerinck (15) zur Ausfiihrung der Tyro- 
sinasereaktion ein aus Peptonlésung mit Hilfe von Pankreatin selbst 
herzustellendes Tyrosin empfiehlt. 


Von den Salzen des Tyrosins eignet sich das Natriumtyrosinat 
gut zum Tyrosinasenachweis., Weniger brauchbar ist das tyrosin- 
sulfosaure Salz. Das Bariumsalz der Tyrosinsulfosiure wird zwar 
auch durch die Bakterientyrosinase oxydiert, aber wesentlich langsamer 
und auch schwicher. 


Diese Verzogerung der Oxydation beobachteten Abderhalden und 
Guggenheim (14) schon bei der Einwirkung von Pilztyrosinase auf tyrosin- 
haltige Polypeptide auch dann, wenn der Gehalt an |-Tyrosin in den beiden 
Parallelversuchen gleich war. 


Nahm man 4ccm der Bariumsalzlésung, die auf folgende Weise 
hergestellt war: 


0,3 g¢ Tyrosin im Porzellanschalchen mit 2 ccm konzentrierter reiner 
Schwefelsiure iibergossen, das Tyrosin darin gelést und eine halbe Stunde 
auf dem kochenden Wasserbade erhitzt, darauf mit etwa 10 bis 15 ccm 
Wasser verdiinnt und mit fein zerriebenem Bariumkarbonat bis zur neutralen 
Reaktion versetzt, die Lésung vom Niederschlag abfiltriert und der Nieder- 
schlag auf dem Filter ausgewaschen, das klare Filtrat auf dem Wasserbad 
ganz wenig eingedampft, um festzustellen, ob sich eventuell geléstes Barium- 
karbonat ausscheiden wiirde, dann auf 25 ccm aufgefiillt (eine Probe dieser 
neutralen klaren Lésung gab auf vorsichtigen Zusatz sehr verdiinnter 
neutraler Eisenchloridlésung sofort die charakteristische Violettfarbung; 
siehe Beilstein, Handbuch d. organ. Chemie, 3. Aufl., 2, 1569, 1896), 
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und setzte 1 ccm Bakterienaufschwemmung von Soja und 5 Tropfen 
Chloroform zu, so trat bei Zimmertemperatur erst nach zweistiindigem 


Stehen eine ganz minimale Verfairbung ein, die allmihlich deutlicher 


wurde, aber nicht die Starke erreichte, wie sie die Kontrollésung mit 
Tyrosin bereits nach einer halben Stunde aufwies. Wurde die Barium. 
salzlésung mit der fiinffachen Menge Wasser verdiinnt, dann mit 
Bakterienaufschwemmung vermischt, so blieb die Oxydation iiberhaupt 
aus. Das ist deswegen auffallend, weil in dieser verdiinnten Lésung 
immer noch die etwa 0,2 Proz. Tyrosin entsprechende Menge sulfo- 
sauren Salzes enthalten sein muB. 

Ahnlich wie mit dem tyrosinsulfosauren Salze verhielt es sich 
auch mit dem aus Tyrosin hergestellten Oxyphenylithylamin. 

Zur Gewinnung dieses Koérpers wurde nach der von Schmitt und 
Nasse (16) angegebenen Methode verfahren. Es resultierte dabei eine 
gelbliche, stark alkalisch reagierende Fliissigkeit; ein Teil davon wurde 
unverindert mit Sojabakterienaufschwemmung + Chloroform gemischt, 
ein anderer Teil tropfenweise mit verdiinnter Salzsiure bis fast zur neutralen 


Reaktion versetzt, dann ebenso mit Bakterienaufschwemmung vermischt 
und beide Reagenzgliser bei Zimmertemperatur aufgestellt. 


Die Mischung mit dem salzsauren Oxyphenylathylamin war nach 
2 Stunden deutlich, wenn auch nicht stark gefarbt, die Aufschwemmung 
mit der freien Base lief erst viel spaiter eine ganz schwache Verfarbung 
und einen schwach dunkelgefarbten Bodensatz erkennen. Die Ursache 
der so geringen Oxydation der freien Base mag darin zu suchen sein, 
daB das oxydierende Enzym durch die zu starke alkalische Reaktion 
in seiner Wirkung gehemmt wird. 

Bertrand (17), der bei der Priifung mit Kleietyrosinase ebenfalls eine 
Oxydation des Oxyphenylathylamins und auBerdem noch die Oxydierbarkeit 
einer ganzen Reihe von anderen Oxyphenylverbindungen festgestellt hat, 
mit den entsprechenden Phenylverbindungen aber keine Oxydation erzielte, 
kommt deshalb zu dem Schlu8, daB wahrscheinlich die Oxyphenylgruppe 
bei der Oxydation die wichtigste Rolle spielt und die GréBe und Natur 
der Seitenkette erst in zweiter Linie in Frage kommt. Durch die Unter- 
suchungen von Abderhalden und Guggenheim (14) ist die Zahl der durch 
Pilztyrosinase als oxydierbar nunmehr bekannten Oxyphenylverbindungen 
noch vergréBert worden. Die von ihnen mit negativem Erfolg gepriiften 
K6rper, wie Phenylamidoessigsiure, Phenylessigsaure, Salicylsiure und ihr 
Natriumsalz, «- und f§-Naphthol und Anilin, waren auch durch Bakterien- 
tyrosinase nicht oxydierbar. 

Es seien hier der Ubersichtlichkeit halber einige von Abderhalden 
und Guggenheim bei der Einwirkung eines Tyrosinaseauszuges aus 
Russula delica auf Tyrosin, Phenole und andere aromatische Kérper, 
teilweise unter Zusatz von Aminosauren, erzielte Resultate vergleichend 
in nachstehender Tabelle mit den von mir ausgefiihrten Untersuchungen 
mit einer wisserigen Aufschwemmung von Sojaknéllchenbakterien 
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Auch seien noch einige, die Widerstandsfihigkeit 


der beiden Tyrosinasen gegen Siure und Alkali betreffende Ergebnisse 


mit angeschlossen. 








“a. we 
Scc 
S322 , 
Angewandte 232 3& Reaktion mit Reaktion mit Bes a 
Nr, Mengederzu $¢382 5 Sait Fermentauszug Bakterien- a parm 
“) oxydierenden | 32 3 . ? von aufschwemmung der tems 
Substanz ae) Russula delica von Soja hispida Fars | peras 
4 692 ung tur 
= cs 
1 4cem m/10 lecm Wasser Braunfarbung | Schwache Braun, 3’ 400 
Phenollésung dann Rosafarbung 
2 Dasselbe lecm m/10 Cochenilles, Cochenillefarbung, 3 +i 
Glykokoll spater Violett- die naeh etwa 30’ in 
farbung Blauviolett um- 
schlagt 
3 Dasselbe lccem mfl0 -- SchwacheCochenilles, 15 40 
@-Alanin farbung, die bestan- 
dig ist 
+ Dasselbe lcem m/10 — Schwache Rosa- 15 40 
Asparagin farbung, die lang: 
sam verblaft 
5 4ccm Amido- —~ SchnellereBraun-| Schnellere Braun- - 17 
benollésung farbung als _ farbung als Kontrolle 
(kalt gesattigt) Kontrolle 
6 4ccm Aniline - Unverandert Unyerandert _ 40 
wasser 
7 .4ccem @-Naph- * ‘i - 40 
thollésung 
8 | 4ccm m/300 lecm Wasser Sofort Rosas, dann Brauns 3 40 
Tyrosinlésung eintretende schwarzfarbung 
: Farbung 
: 9 Dasselbe te lecm mfl0) Fast sofort Rosas, dann Braun- 3 40 
ccm Glykokoll eintretende fairbung 
Farbung 
i 10, Dasselbe Icom m/10 — Dasselbe 5 40 
Glykokoll 
ll Dasselbe leem m/l, Farbung etwas Schwichere Rosa:, 8 40 
Glykokoll spater auftretend spater Braunfarbung 
12 Dasselbe lccm m/10 Etwas spater osas, dann Braun- 5 40 
@sAlanin eintretende Firs farbung 
bung als bei 
m/100 Glykokoll 
13 Dasselbe lecmn|l0NaOH, Schnell auf- Rosafarbung 5 40 
. Neutralisation tretende Rots 
nach 10’ bei 17° farbung 
14 Dasselbe lccm n/l0 HCl, Keine Farbung Ganz schwache 10 40 
Neutralisation Rosafarbung 
nach 10’ bei 17° 
15 Dasselbe 1 cem n/10ONaOH, ~_ Keine Farbung mehr — - 
Neutralisation 
nach 15’ bei 40° 
16 Dasselbe leom n/10 HCl, — Dasselbe ~ - 
Neutralisation 
nach 15’ bei 40° 
17 Dasselbe 1 cemn|10 NaOH, Langsame Braun- Rosafarbung 20 40 
Neutralisation farbung 
nach 60’ be: 17° 





Abgesehen von den Unterschieden in der Schnelligkeit des Reak- 
tionseintritts mit Pilztyrosinase einerseits und Bakterientyrosinase 
andererseits, die nur durch die Konzentrationsdifferenz bedingt sind, 
diirfte sich beim Vergleich eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen 
Pilz- und Bakterientyrosinase ergeben. 

DaB die Bakterienaufschwemmung nach Zusatz von 1 cem n/10 HCl 
und 10 Minuten langer Einwirkungsdauer noch schwach wirksame 
Tyrosinase enthielt, die Pilztyrosinase nach dieser Zeit aber véollig 
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inaktiviert war, wird seinen Grund wahrscheinlich darin haben, da( 
die Saure auf das Ferment in dem Pilzauszug leichter einzuwirken 
imstande war, als in der stark schleimigen Bakterienaufschwemmung. 

Hat Abderhalden fiir die Pilztyrosinase gezeigt, daB bei der Oxy 
dation des Tyrosins die Gegenwart geringer Mengen von Aminosiuren!) 
auf die Farbung ohne EinfluB ist, so gilt das ebenfalls, wie aus obiger 
Tabelle ersichtlich ist, fiir die Bakterientyrosinase. Bei der Oxydation 
des Phenols durch Bakterientyrosinase tritt zuerst eine schwache 
Braunfirbung auf, die bald in Rosa umschligt. Setzt man dem Pheno! 
Glykokoll zu, so wird eine Cochenillefirbung hervorgerufen, die nach 
etwa einer halben Stunde in Blauviolett iibergeht. Nimmt man an 
Stelle des Glykokolls «-Alanin, so ist die zu Anfang auftretende Coche- 
nillefarbung bestiindig. Bei Zusatz von Asparagin entsteht eine schwache 
Rosafirbung, die allmahlich wieder verblaBt. 

Die Farbungen des Phenols werden demnach durch die Anwesen- 
heit geringer Mengen von Aminosiiuren, im Gegensatz zu denen des 
Tyrosins, beeinfluBt. 

Die gleichen Versuche mit Phenollésung allein, Phenollésung 
+ Glykokoll und Phenollésung +- «#-Alanin wurden auch mit Bakterien- 
aufschwemmungen von Bac. prodigiosus, Bac. pyocyaneus und Vibrio 
Dunbar an Stelle von Sojabakterien gemacht. Die hierzu benutzten 
Kulturen waren in der einen Reihe 2, in der zweiten 8 und in einer 
dritten 14 Tage alt. In keinem Falle trat innerhalb von 4 Stunden 
eine Oxydationswirkung ein. Diese Bakterien sind nicht befihigt, 
Tyrosin zu oxydieren, sie vermégen aber auch nicht, das Phenol, weder 
mit noch ohne Zusatz von Aminosiuren, durch Oxydation zu farben. 

Auf ihre Oxydierbarkeit durch Sojabakterientyrosinase wurden 
von mir weiterhin noch folgende Siéuren gepriift: z 

Phenylglykolsaure, 

Ortho-Amidobenzoesiure, 

Dioxybenzoesiure (OH in 2: 4-Stellung = B-Resorcylsiure), 
Dioxybenzoesiure (OH in 2: 5-Stellung = Gentisinsiure), 
Dinitrobenzoesiure (NO, in 2: 4-Stellung), 
Dinitrobenzoesiure (NO, in 2: 5-Stellung) und 
Hydrozimtsaure. 


Nach Neutralisation mit der bezeichneten Menge Natronlauge 
wurden bestimmte, aber wechselnde Mengen der Lésungen mit Mannit- 
nahrlésungen gemischt und nach Impfen mit Sojabakterien bei Zimmer- 
temperatur aufgestellt. 


1) Eine Ausnahme machen die stark sauren Charakter besitzenden 
Aminosiiuren: d-Glutaminsiure und 1-Asparaginsiiure; sie hemmen bereits 
in einer m/100 Verdiinnung. 
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Die neutralisierte Gentisinsiiurelésung war an sich schon schwach 
braunlich gefairbt und zeigte in den angesetzten Versuchsreihen nach 
14 Tage langer Bebriitung eine dunklere Farbung; doch diese stirkere 
Braunfirbung wurde auch von tyrosinasefreien Bakterien hervor- 
gerufen und kann demnach nicht als eine spezifische Wirksamkeit 
dieser Oxydase betrachtet werden. Ahnlich, aber schwicher, war die 
Farbung in den Lésungen mit B-Resorcylsiure. Die anderen Lésungen 
waren nach dieser Zeit ungefirbt. Wurden zu den Priifungen Soja- 
bakterienaufschwemmungen benutzt, die den neutralisierten m/10starken 
Lésungen zugefiigt wurden, dann zeigte nur die die B-Resorcylsaure 
enthaltende Mischung eine Verinderung; sie war schwach rotlich gefarbt. 

Bemerkt sei hier noch, daB die Bakterientyrosinase durch Hydro- 
peroxyd — es liegen iiber den Einflu8 von Wasserstoffsuperoxyd auf 
pflanzliche Tyrosinase die widersprechendsten Angaben vor — bestimmt 
nicht stirker aktiviert wird, aber auch eine hemmende Wirkung bei 
Verwendung nur diinner Lésungen nicht festzustellen war. 

DaB unter gewissen Bedingungen in Tyrosinlésungen, die ohne 
jeden Fermentzusatz bei Bruttemperatur aufbewahrt werden, nach 
einiger Zeit Verfairbungen eintreten, die auf eine Zersetzung des Tyrosins 
schlieBen lassen, darauf wurde eingangs bereits hingewiesen. Nach 

. Carbone (3) sollen neutrale oder schwach saure sterile Tyrosinlésungen 
beim Aufbewahren im Thermostaten eine gelbliche Fairbung annehmen, 
alkalische sollen in 8 Tagen tief goldgelb oder braungelb werden. 


Zur Nachpriifung wurden: folgende Tyrosinlésungen mit dem 
neueren Kahlbaumschen Tyrosin hergestellt und nach Sterilisation 
bei 20° und bei 37° aufbewahrt. 


1. 9,15 Proz. Tyrosin in m/15 primarem Kaliumphosphat. 


$ O18 5 s »» m/7,5 is s 

3. 0,15 ,, = ,, n/10 Salzsaure. 

O15... i ,, m/15 sekundirem Natriumphosphat. 
5. 0,15 ,, eae SEs 

6. 0,15 _,, . ,, n/10 Natronlauge. 

7. O36: ,, a ,, n/l0 Natriumkarbonatlésung. 

S:. 0:35: :,, * ,, Wasser (Kontrolle). 


Die Lésungen Nr. 6 und 7 waren bereits nach dem Erhitzen ganz 
schwach gelb gefirbt, alle anderen Lésungen farblos. Nach 14tagigem 
Stehen waren die sauren Lésungen Nr. 1 bis 3, ebenso wie die Kontrolle, 
véllig farblos. Nr. 4 war schwach, Nr. 5 etwas starker, doch ebenfalls 
noch schwach griinlichgelb gefirbt, Nr. 6 und 7, also die mit Natron- 
lauge und -karbonat alkalisch gemachten Lésungen besafen einen 
tiefgelben bis braungelben Farbton. Braunschwarz- oder Schwarz- 
farbungen, wie sie durch Tyrosinase hervorgerufen werden, traten 
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niemals ein. Daf aber auf tyrosinhaltigen Substraten allein durch 
die von den Bakterien erzeugte starkere Alkalitat dunklere Farbungen 
hervorgerufen werden kénnen, wird nach dem obigen Versuchsausfal! 
kaum noch zweifelhaft sein. Man darf sie deshalb auch nicht ohne 
weiteres als Wirkung eines Oxydationsfermentes ansprechen, wenn 
dessen Anwesenheit nicht in anderer Weise feststellbar ist. 


Nachweis der endoenzymatischen Natur der Bakterientyrosinase. 

Mischt man gleichstarke Bakterienaufschwemmungen von Soja 
oder Lupinen, von denen der eine Teil lebenskraftige Zellen, der andere 
mit Chloroform abgetétete Bakterienleiber enthalt, mit Tyrosin- 
lésungen und verfolgt den Beginn der eintretenden Farbung, so wird 
man stets beobachten, daB in der ersten Mischung das Tyrosin zeitlich 
langsamer oxydiert wird als in der Aufsehwemmung mit den toten 
Zellen. Ware das Enzym von der lebenden Zelle nach auBen ab- 
geschieden, wire es also extrazellular, so miBte in beiden Fallen die 
Farbstoffbildung zu gleicher Zeit eintreten. Die in dem einen Falle 
immer zu beobachtende Reaktionsbeschleunigung spricht aber dafiir, 
daB die Tyrosinase als Endoenzym vorhanden sein muB. 

Setzt man zu 10 ccm einer Sojabakterienaufschwemmung 10 bis 
15 Tropfen Chloroform, schiittelt kraftig durch und laBt dieselbe in 
einem mit Kork fest verschlossenen Reagenzglase stehen, so oxydiert 
diese Aufschwemmung auch noch nach einer Woche deutlich zugesetztes 
Tyrosin. Selbst die doppelt und dreifach zugefiigte Chloroformmenge 
iibte keine erkennbar schidigende Wirkung auf die Aktivitét des 
Fermentes aus. Das beweist, daB die Tyrosinase nicht ,,als ein wesent- 
licher Bestandteil des lebenden Protoplasmas‘‘ angesehen werden kann, 
wie Beijerinck es tut. 

Warum Beijerinck nach Abtétung der Bakterienkultur im Chloro- 
formdampf stets nur eine schwache Oxydation beobachtete, wird 
vielleicht durch folgenden Versuch verstindlich. 

Bei einigen Schragagarkulturréhrchen von Soja, die mehrere 
Tage bebriitet waren, wurde der Wattepfropf etwa 4 cm tief eingedriickt 
und ein zweiter Wattepfropf aufgesetzt, der mit ganz wenig Chloroform 
getrinkt war. Es kam darauf an, nur eine Chloroformatmosphare zu 
schaffen und nicht das fliissige Chloroform mit der Bakterienkultur 
in Beriihrung zu bringen. Darauf wurden die Réhrchen, mit Stanniol 
und Gummikappe abgedichtet, bei 28° in den Brutschrank gestellt. 
Nach 24 Stunden wurden die Kulturen abgeschwemmt und, mit Tyrosin- 
lésungen gemischt, bei 40° ins Wasserbad gebracht. Trotz mehrfacher 
Wiederholung der Versuche war nicht ein einziges Mal eine Oxydation 
des Tyrosins zu beobachten. Wahrscheinlich sind durch die ganz 
allmahliche Einwirkung des Chloroformdampfes auf die in gutem 
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Wachstum befindlichen Kulturen tiefgreifende Anderungen in der 
Struktur des Zellplasmas oder sogar des gesamten Zellinhaltes ein- 
getreten, die die Inaktivitat der Oxydase verursacht, vielleicht auch 
das Ferment selbst voéllig zerstért haben. 

Belie& man die Kulturen nur wenige Stunden bei 28° im Chloroform- 
dampf und benutzte sie dann zur Tyrosinoxydation, so konnte man, 
je nach der Dauer der Einwirkung des Chloroformdampfes, ein all- 
mahliches Abklingen der Oxydasewirksamkeit beobachten. Mit solchen 
starker geschwichten Kulturen wird auch Beverinck gearbeitet haben. 

Es ist demnach besonders bemerkenswert, daB die Art des Ab- 
tétens mit Chloroform auf die Wirksamkeit der Tyrosinase von gréBtem 
EinfluB ist. 

Wenn Anna Muschel (9) zum Tyrosinasenachweis bei Bac. mesen- 
tericus in folgender Weise vorgeht: ,,Traubenzuckeragar wurde mit 
einer Reinkultur von Bac. mesentericus niger beimpft. Nach einiger 
Zeit war der Nihrboden braunschwarz geworden, die Bakterien waren 
iippig gewachsen. Nach 3 Wochen wurde dieser Nahrboden durch 
24 Stunden bei 37° mit Toluolwasser extrahiert (1 ccm Toluol auf 
100 cem destillierten Wassers). Die braungefirbte, schwach alkalisch 
reagierende Fermentlésung, die einen an Heringslake erinnernden 
Geruch zeigte, wurde nun, ... auf verschiedene aromatische Ver- 
bindungen einwirken gelassen“, so ist es, wenn dabei Tyrosin- und 
Phenollésung innerhalb 20 Stunden bei 37° nicht verindert wurden, 
nach den von mir gemachten Erfahrungen nicht unwahrscheinlich, 
daB durch das einfache UbergieBen der auf dem Substrat festhaftenden 
Kultur mit Toluolwasser und Stehenlassen bei 37° eine ahnliche langsame 
Abtétung und damit Inaktivierung der méglicherweise vorhandenen 
Tyrosinase erreicht wird, wie sie meinerseits mit im Chloroformdampf 
abgetéteten Sojabakterienkulturen beobachtet werden konnte, ganz 
abgesehen davon, daB durch das bloBe Ausziehen der Kultursubstrate 
eine Lésung der Bakterientyrosinase jedenfalls nicht zu erzielen ist. 

Wie durch Chloroform lie8 sich auch durch Zusatz anderer Agenzien 
zu den Bakterienaufschwemmungen eine Reaktionsbeschleunigung 
herbeifiihren. Das zeigt die nachstehende Tabelle. Angewandt wurden 
je 4ccem einer 0,15proz. Tyrosinlésung, der je 1 ccm einer Bakterien- 
aufschwemmung von Soja hispida und je 5 Tropfen der in der Tabelle 
angegebenen Abtétungsmittel hinzugefiigt worden waren. 








| Dauer bis zum | Daugr bis zum 
Abtétungsmittel Lintritt der Abtétungsmittel Eintritt der 
(je 5 Tropfen) |Reaktion bei 40° (je 5 Tropfen) Reaktion bei 40° 
in Minuten | in Minuten 
Chloroform ..... | 3 Amylalkoholl ....| 5— 
SO re a 4—5 Ohne Zusatz ..../] 12—15 
Chloroform-Acetonmisch. | 3—4 
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Danach eignete sich am besten Chloroform, fast ebensogut eine aus 
gleichen Teilen Chloroform und Aceton bestehende Mischung, dann 
erst kam Aceton allein, und noch weniger schnell wirkte Amylalkohol. 

Auch durch inniges Zerreiben der Bakterienkultur mit Quarzsand 
und dadurch bedingtes ZerreiBen der Zellen konnte die Oxydation 
des Tyrosins beschleunigt werden. 

Filtrierte man eine mit Chloroform  versetzte Bakterienauf- 
schwemmung durch ein dreifaches Papierfilter, so erzielte man ein 
zwar nicht bakterienfreies, wohl aber bakterienirmeres Filtrat, das dic 
Tyrosinlésung genau ebenso schnell und ebenso stark zu oxydieren ver- 
mochte, wie die nicht filtrierte Aufschwemmung. Lie& man dieses 
Papierfiltrat aber weiterhin ein poréses Porzellanfilter passieren, dann 
erhielt man ein wasserklares vollkommen zellfreies Filtrat, das nicht 
die geringste Oxydationswirkung besaB, also keine Tyrosinase mehr 
enthielt, Natiirlich lie® sich auch in der direkt durch das Papierfilter 
filtrierten Bakterienaufschwemmung Tyrosinase nicht mehr zum Nach- 
weis bringen. 

Dieser Befund deckt sich also mit dem von Carbone (3), der im 
Berkefeldfiltrat von Vibrio cholerae nach Tyrosinzusatz keine Farbung 
mehr wahrnehmen konnte. 

Zerrieb man die Bakterienkultur kriftig und langere Zeit im 
Morser mit Sand, wodurch ein ZerreiBen der Zellmembranen und 
ein Austreten der Zellinhaltsstoffe bewirkt werden sollte, schwemmte 
mit wenig Wasser ab und filtrierte dann durch ein Tonfilter, so zeigte 
auch dieses Filtrat keine tyrosinoxydierende Kraft. 

Aus Kartoffeln und Weizenkleie lieB sich nach Lehmann und 
Sano (5) ein durch Papier filtrierbares Fermentgemisch extrahieren, 
das Tyrosin briunte. Das Tonzellfiltrat gab aber ebenfalls keine Tyrosin- 
reaktion. Zur Erklarung dieser Erscheinung werden folgende Méglich- 
keiten in Betracht gezogen: ,,Vielleicht ist die Tyrosinase nur in sehr 
kleiner Menge vorhanden, oder es sind zum Sichtbarmachen der Tyrosin- 
reaktion besonders groBe Mengen eines gemeinsamen Oxydations- 
fermentes nétig. Die Tyrosinase kénnte aus irgendwelchen chemisch- 
physikalischen Eigenschaften im Filter zuriickbleiben, man kénnte 
daran denken, daB sie gar nicht gelést ist.“ 

Die ersten beiden Méglichkeiten kénnen, wie die spiteren Versuchs- 
ergebnisse beweisen, fiir die Bakterientyrosinase keine Geltung haben, 
wohl aber darf es als sehr wahrscheinlich angesehen werden, daB die 
Kolloidnatur, also der chemisch-physikalische Zustand des Fermentes, 
die Filtrierbarkeit durch Porzellan- oder Tonfilter unméglich macht. 
Diese Annahme schlieBt gleichzeitig die letzte Méglichkeit in sich. 
denn bei einem Kolloid pflegt man nicht von einer ,,wahren Lésung“ 
zu reden. 
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Wenn man als Grund fiir die Verringerung der Wirksamkeit durch 
Tonfilter filtrierter Katalaselésung annimmt — wie das bekanntlich 
ja geschieht —, da ein Teil der kolloidalen Katalase im Filter zuriick- 
vehalten worden ist, so wird man vielleicht nicht fehlgehen, wenn 
man sich bei der Tyrosinase die Teilchen gréber vorstellt, als sie bei 
der Katalase sind, so da8 sie simtlich das Tonfilter nicht passieren 


kénnen. 


Bestimmung der Inaktivierungstemperatur fiir Bakterientyrosinase. 

Nach den Untersuchungen von Bertrand und _ Rosenblatt (18) 
haben pflanzliche Tyrosinasen verschiedenen Ursprungs auch ver- 
schiedene Tétungstemperaturen. Die am wenigsten widerstandsfahigen 
Enzyme waren bereits bei Temperaturen zwischen 60 und 65° inakti- 
vierbar, die widerstandsfihigsten hielten noch ein Erhitzen auf 90° 
aus. Bei den Pilztyrosinasen z. B. wurden folgende Verschiedenheiten 
festgestellt. 

Die Tyrosinase von Amanita rubescens und Tricholoma nudum 
war zwischen 60 und 65° inaktiviert, die von T'richoloma grammopodium 
und Russula lepida zwischen 65 und 70°, die von Russula queletti, 
Russula rubra und Russula delica zwischen 70 und 75°, und endlich 
die von Hypholoma fasciculare erst zwischen 75 und 80°. 


Es war deshalb zu priifen, bei welcher Temperatur die Bakterien- 
tyrosinase inaktiviert wird und ob auch hier Unterschiede in der 
Widerstandsfahigkeit auftreten. Zu diesem Zwecke wurden Reagier- 
roéhrchen mit je 4ccm Tyrosinlésung in Wasserbiidern verschieden 
hoher Temperatur gehalten, den verschiedenen Reihen je gleiche Mengen 
(leem) der Bakterienaufschwemmung, sowie jedem  Réhrchen 
5 Trépfchen Chloroform zugesetzt und durchgeschiittelt. Die Ergeb- 
nisse sind in der Tabelle niedergelegt. 








Tyrosinoxydation bei den Aufschwemmungen der Bakterien aus 





Beobs 
‘Temmporatat — Soja (braune |Soja(schwarze| Lupinus Lupinus Sarothamnus 
Varietat) Varietat) angustifol. mutabilis scoparius 
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aes Fey + + + + + 
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Die gleichen Temperaturversuche wurden wiederholt und an Stelle 
der Tyrosin- eine Phenollésung angewandt. Das Ergebnis war ein 
mit dem obigen vollig iibereinstimmendes. 
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Daraus erhellt, daB die Tyrosinasen der untersuchten Bakterien- 
stamme alle bei Temperaturen, die zwischen 60 und 65° liegen, in- 
aktiviert werden. 


Ob durch diese Inaktivierung auch zugleich eine Zerstérung des 
Fermentes herbeigefiihrt wird, wissen wir damit noch nicht. Nach 
Bayliss (19) kann bei einigen Fermenten die Inaktivierung durch Hitze 
als Folge einer Teilchenvergréberung, aber nicht als Zerstérung an- 
gesehen werden. Beim Speichel z: B., der durch Erhitzen inaktiviert 
war, wurde gefunden, da er seine fermentative Kraft wieder erlangte. 
wenn man ihn kraftig mit Luft schiittelte. Derartige, mit Bakterien- 
tyrosinase ausgefiihrte Versuche lieBen erkennen, daB es sich bei der 
Inaktivierung der Tyrosinase durch Hitze bei Temperaturen von 65 
bis 70° nicht um einen irreversiblen Vorgang handelt, da8 hier also 
nicht Inaktivierung und Zerst6rung zusammenfallen, sondern daB die 
Inaktivierung durch haufiges Schiitteln oder besser durch Hindurch- 
leiten eines Sauerstoffstromes reversibel war. 


Bei Stimmen, die lingere Zeit auf Méhrenagar fortgeziichtet 
worden waren, lieB sich zum Teil ein Schwicherwerden der Tyrosinase- 
wirkung erkennen. Es wurden deshalb auch mit solchen alteren Stimmen 
erneut Untersuchungen iiber die Widerstandsfihigkeit der in ihnen 
enthaltenen Tyrosinase gegen Hitze ausgefiihrt; dabei wurde die iiber- 
raschende Beobachtung gemacht, daB die Tyrosinase der Sojabakterien 
ihre Resistenz behalten hatte, daB dagegen diejenige von Lupinus 
mutabilis zwischen 55 und 60° und von Sarothamnus scoparius zwischen 
50 und 55° inaktiviert war, wahrend auf 50° erhitzte Bakterien von 
Genista tinctoria bereits keine Tyrosinoxydation mehr erméglichten. 


Vielleicht sind auch die Unterschiede in der Temperaturresistenz 
bei den Pilzen auf die gleiche oder eine ahnliche Ursache zuriick- 
zufiihren. 


Einflu8 der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Bakterientyrosinase. 

Zu den Versuchen, die zur Feststellung des Temperatureinflusses 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit dienten, wurden bakterienreiche und 
bakterienirmere Abschwemmungen von verschieden alten Soja- 
bakterienkulturen auf Méhrenagar benutzt, und es wurde im iibrigen 
genau so verfahren wie bei der Bestimmung der Inaktivierungstempe- 
ratur. Zu je 4ccm der Tyrosinlésung, die jeweils die in der Tabelle 
angegebene Temperatur besa’, wurden, die Réhrchen im Wasserbade 
stehen lassend, je 1 ccm Bakterienaufschwemmung und das Chloroform 
hinzugegeben, und es wurde nach Méglichkeit auch im Wasserbade 
umgeschiittelt. 





lemperat 


0° 

5 
10 
15 
20 
25 
30 


Bi: 
des na 
































































Bakterientyrosinase. 61 



















































































ien- : ye ‘Beginn der Farbung bei der ; Beginn der Farbung bei der 
in- | Se Wed, SEN ear sO ce 
. Itere } It d 
Temperatur I isi edbatite } ventiasten Temperatur hesiaeneaboiiee Bsn sare 
des | , “Aufschwemmung if sa " Aufschwemmung oe 
uch 0° ww. te 350 1" 50” 5' 
tze 5 22’ 59’ 40 1’ 26” 3! 25” 
: 10 15/ 30” 41’ 45 55" 2' 35” 
val 15 9’ 23' 50 30” 150” 
ert 20 6! 14’ 55 18” 1’ 20” 
te. 25 3! 45" 10’ 30” 60 10” 30” 
a 30 2’ 30” ! 65 _ _ 
ler Bis zur Temperatur von 60° beobachtete man eine Verstairkung 
65 des nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten zuerst auftretenden 
80 rosa Farbtones, bei 65° trat im Augenblick des 
lie ZuflieBens der Bakterienaufschwemmung eine 
h- . ganz schwache Rosafirbung auf, die dann aber 
sofort wieder verschwand; gegen die Kontrolle 
ot zeigte diese Mischung eine kaum merkliche 
. i Dunkelfirbung und blieb nach mehrstiindigem 
a ‘ Stehen bei dieser Temperatur unverindert. 
4 \ Die erhaltenen Daten sind fiir die Tem- : 
; ge * te peraturen bis 65° in Kurven graphisch zur Dar- , 
\ be stellung gebracht worden. 
n \ SN 
+4 i % Seen ok 
“ NY 3 
n iS | 
n ~ 
ee ee es ee i 
: Bite ee = L oor | ssteceapail 54 
tT Wil cd oe 
- -——--+ ¢ 
‘ ‘ 4 , ‘ ES 
ee eS See. OOS: SE PR aM 8 A 
Abb. 1. Einflu® der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Bakterientyrosinase. & j 
Verdiinntere Aufschwemmung. — —- — Konzentriertere Aufschwemmung. 








Man erkennt daraus, wie groB einerseits der TemperatureinfluB, 
andererseits die Konzentration der Bakterienkultur auf die Re- 
aktionsgeschwindigkeit des Fermentes ist. Bemerkenswert erscheint 
es hierbei, daB die Geschwindigkeit des Reaktionseintritts mit der 
Temperaturerhéhung stindig zunimmt und das Optimum fast 
mit der Inaktivierungstemperatur zusammenfiallt, wahrend die Fer- 
mentaktivitat, gemessen an den Umsatzmengen, bekanntlich bei 
allen Fermenten bis zu einer optimalen Temperatur steigt und dann 
allmihlich absinkt, um bei einer oberen Temperaturgrenze zu er- 
léschen. 
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Bestimmung der Kardinalpunkte der Wasserstoffionenkonzentration fiir dic 
Wirksamkeit von Bakterientyrosinase. 

Ausgefiihrt wurden diese Bestimmungen bei Zimmertemperatu: 
in Reagenzglisern, die jeweils insgesamt 10 cem Flissigkeit enthielten. 
Als Bakterienmaterial diente eine Aufschwemmung von 6 Tage altén 
Sojabakterienkulturen mit Chloroformzusatz. Beim ersten Versuche 
wurde mittels Gemischen von priméirem und sekundirem Phosphat 
nach Sérensen in 12 Réhrchen eine py-Reihe hergestellt, die etwa 
von py = 5,6 bis py = 8,7 hinabreichte. 

Die Verainderungen in der Wasserstoffionenkonzentration, dic 
durch Zusatz der schleimigen Bakterienaufschwemmung und die ge- 
ringen Mengén des vorhandenen Tyrosins etwa hervorgerufen waren, 
wurden auBer Betracht gelassen, da zu genauen elektrometrischen 
Messungen die notwendige Apparatur fehlte. Es sei deshalb auch 
ausdriicklich betont, daB die erhaltenen Werte durchaus nicht als genau 
gelten kénnen, sondern nur als angenaherte angesehen werden diirfen. 

Die Phosphate als solche scheinen einen stark hemmenden Einflul 
auf die Tyrosinase auszuiiben, denn eine Farbung war im giinstigsten 
Falle erst nach mehr als zehnstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wahrnehmbar, und die Beobachtungen muBten sich iiber einen Zeit- 
raum von etwa 72 bis 96 Stunden erstrecken. 

Auffallend war, daB die ersten Verfairbungen nicht in den 
Mischungen auftraten, deren Wasserstoffionenkonzentration um den 
Neutralpunkt herumlagen, sondern in denen, die deutlich saure und 
deutlich alkalische Reaktion besaBen. Nach 20 Stunden zeigte sich 
in den Réhrchen mit einer Wasserstoffionenkonzentration von 10->° 
bis 10~% eine schwache Rotbraunfirbung und ebenso, wenn auch 
schwicher, auf der alkalischen Seite bei der Wasserstoffionenkonzen- 
tration von 10-%° bis 10-8”. Daraus wire zu schlieBen, wenn man 
die Phosphatwirkung als solche unberiicksichtigt lieBe, daB sowohl 
eine saure wie eine alkalische Reaktion, gegeniiber der neutralen, in 
gewissen Grenzen die Fermentwirkung beschleunigt. 

Nach 28 Stunden begann auch Nr. 10 (pq = 7,70) sich schwach 
zu verfirben. Nach 40 Stunden war Nr. 11 (py = 8,04) am starksten 
rotbraun gefirbt, dann nahm die Farbung ab, sowohl in 12 (py = 8,7), 
wie in 10 (pq = 7,7) und 9 (pq = 7,4). Nr. 8 bis 4 (pq = 7,15 bis 6,5) 
waren ungefarbt, Nr. 3 bis 1 (pq = 6,2 bis 5,6) schwach gefiirbt. Nach 
60 Stunden zeigte auch Nr. 8 (pq = 7,15) und Nr. 4(pq_ = 6,5) schwache 
Oxydation. Nach 4 Tagen war das Resultat folgendes: Starkste 
Farbung, also gréBte Wirksamkeit war bei py = 8 zu beobachten, 
bei py = 8,7 war die Farbung etwas schwacher und schwach war sie 
bei pq = 5,6. Das Optimum lag demnach bei etwa pq = 8, die Maxima 
jenseits py = 8,7 und py = 5,6. 











Zw 
kokoll-] 
Lésung 
verteilt 
eine st 
war no 
(pa =" 
(pa =! 
mibig, 
Nr. 5 ( 
Oxydat 
farbuns 
das Op 
Maxim 


Es 
gesetzt 
190-50 
Puffer 
primar 
+ Bor 

N: 
mit de 
rosa ge 
bis 10° 
kaum 
konzer 
erreich 
Oxyda 
maBig 
(Pu = 

D 
iiberei 
auf de 
alkalis 
Wasse 
punkt. 
fir di 
alkalis 
bei be 

+ Na 


hydro 
und 1 


die 


tur 


en. 


fen 
she 
lat 
wa 








Bakterientyrosinase. 63 


Zur Erzielung héherer Alkalitat wurden als Pufferlésungen Gly- 
iokoll-Natriumhydroxyd-Gemische angewandt und in sieben Réhrchen 
Losungen mit Wasserstoffionenkonzentrationen von 10—*8 bis 10-13 
verteilt. Ebenso wie bei dem Phosphat trat auch bei diesem Gemisch 
eine starke Verzégerung der Oxydation zutage. Nach 24 Stunden 
war noch keine Farbung zu bemerken. Nach 72 Stunden waren Nr. 1 
(pa = 7,8) und Nr. 2 (py = 8,4) etwa gleich stark gefarbt, Nr. 3 und 4 
(pa = 8,9 bis 9,3) waren in der Farbung ebenfalls ziemlich gleich- 
maiBig, aber schwacher, dann wurde die Fiairbung noch schwicher in 
Nr. 5 (pa = 9,7), im nachsten Réhrchen war nur eine duBerst geringe 
Oxydation eingetreten und bei Nr. 7 (pq = 10,5) tiberhaupt keine Ver- 
farbung mehr wahrnehmbar. Demnach lag auch bei diesén Versuchen 
das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration um 10—° herum; das 
Maximum lag zwischen 10—!° und 10-145. 


Es wurde schlieBlich weiter eine py-Reihe nach Sérensen an- 
gesetzt, die bereits mit einer Wasserstoffionenkonzentration von etwa 
10-59 begann und bis zu einer solchen von 10~—!%5 hinabreichte. Als 
Puffer dienten dabei folgende Mischungen: Natriumhydroxyd + Zitrat, 
primares + sekundares Phosphat, Salzsiure + Borat, Natriumhydroxyd 
+ Borat und Natriumhydroxyd + Glykokoll. 


Nach 24stiindigem Stehen waren auBer der Kontrolle die Réhrchen 
mit der Wasserstoffionenkonzentration von 10—5° bis 10-65 deutlich 
rosa gefarbt und etwas schwiicher die mit der Konzentration von 10—®° 
bis 10-8. Nach 3 Tagen wurde bei py = 5,0 eine auBerst schwache 
kaum erkennbare Rosafirbung festgestellt; es schien hier die Grenz- 
konzentration der Wasserstoffionen fiir die Tyrosinasewirksamkeit 
erreicht zu sein. Von da stieg die Intensitét der Farbung an. Starkste 
Oxydationswirkung war bei py = 8,0 wahrnehmbar, von da gleich- 
maBig abfallend bis zu py = 10,0. In den Rohrchen Nr. 16 bis 20 
(pax = 10,5 bis 12,5) war keine Veriinderung eingetreten. 


Die Beobachtungen in dieser Reihe stimmten mit denen der ersten 
iiberein. In beiden Fallen war eine Reaktionsbeschleunigung sowohl 
auf der sauren, und zwar auf dieser noch etwas starker als auf der 
alkalischen Seite, festzustellen gegeniiber den Mischungen, deren 
Wasserstoffionenkonzentrationen im oder in der Nihe des Neutral- 
punktes lagen. Trotzdem zeigten beide Versuche, daB das Optimum 
fir die Wirksamkeit (nicht die Reaktionsgeschwindigkeit!) auf der 
alkalischen Seite liegt. Das Maximum dieser Seite war iibereinstimmend 
bei beiden Versuchsreihen, einmal mit den Puffergemischen Glykokoll 
+ Natriumhydroxyd, und einmal mit der Pufferung Borat + Natrium- 
hydroxyd bei einer Wasserstoffionenkonzentration zwischen 10—10.° 
und 10—!%5 gefunden worden. 
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Wenn die angegebenen Zahlen auch nur bedingte Geltung haben, 
da die Pufferlésungen an sich das Ferment stark beeinflussen und, 
wie gesagt, die wahrscheinlichen Verinderungen der Wasserstoff- 
ionenkonzentration durch die Aufschwemmung selbst nicht beriick- 
sichtigt sind, so ist doch daraus ohne weiteres zu erkennen, daB dic 
Wirkungsbreite der Bakterientyrosinase innerhalb weiter Grenzen liegt. 
Unter den obigen Versuchsbedingungen waren die Grenzkonzentrationen 
der Wasserstoffionen einerseits etwa 10—> und andererseits etwa 10-1.” 
bis 10-15, das Optimum etwa 10-8. 


Bestimmung der Empfindlichkeitsgrenze der Bakterientyrosinasereaktion. 

Es galt hier festzustellen: 

a) Welche kleinsten Mengen von tyrosinasehaltigem Bakterien- 
material geniigen, um Tyrosin in wiisseriger Lésung noch zu oxydieren ? 

b) Bei welcher Verdiinnung ist Tyrosin durch Bakterientyrosinase 
noch nachweisbar ? 

Um die kleinste Menge von Bakterienmaterial zu finden, die in 
einer Tyrosinlésung eine eben noch sichtbare Farbung hervorzurufen 
imstande ist, wurde in einer Serie Reagenzglaser je 1 ccm einer ge- 
sittigten wisserigen Lésung von Tyrosin eingefiillt und steigend 1/,, 
4, %, 1, 2, 3, 4, 5 usw. Osen voll Material, das von einer zehntagigen 
Sojabakterienkultur auf Méhrenagar stammte, sowie je einige Tropfen 
Chloroform zugefiigt, kraftig durchgeschiittelt und ins Wasserbad von 
40° gestellt. Die Réhrchen mit !/, und 1, Ose Bakterienmaterial blieben 
farblos, beim dritten Réhrchen mit 14 Ose war eine schwache Rosa- 
farbung, beim vierten mit einer Ose voll eine deutliche Rosafarbung 
zu sehen. In der Skala aufwirts war entsprechend der Bakterien- 
menge die Fiarbung stets intensiver und mit der Zunahme der Bak- 
terienmenge hatte auch die Reaktionsgeschwindigkeit zugenommen. 

Von dem gleichen Bakterienmaterial wurde eine bestimmte Anzahl 
von Osen in ein gewogenes Porzellanschilchen abgestrichen und das 
Schalchen mit Inhalt, nach dem Trocknen im Exsikkator, iiber Schwefel- 
siure gewogen. So war genau festzustellen, wieviel exsikkatortrockene 
Bakterienmasse einer Ose Frischmasse entsprach. 

In unserem Falle war es so méglich gewesen, mit Hilfe von einer 
0,00025 g Trockenmasse entsprechenden Bakterienmenge in 1 ccm 
Fliissigkeit das Tyrosin noch sichtbar zu oxydieren. 

Bei Priifungen von Sojabakterien auf ihr Vermégen, verschiedene 
Aminosiuren als Stickstoffquelle verwerten zu kénnen, wurde in der 
Versuchsreihe bei den mit Leucinzusatz hergestellten Nahrbéden eine 
deutliche, wenn auch schwache Dunkelfarbung des Substrates durch 
die Bakterien beobachtet. Die Erklirung fiir diese Erscheinung brachte 
die chemische Untersuchung des angewandten Leucins; dasselbe war 
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mit Tyrosin verunreinigt und diese Verunreinigung war auf biologischem 
Wege kenntlich geworden. Danach sind also sehr geringe Mengen von 
Tyrosin auf diese Weise nachweisbar. 

Zur genauen Bestimmung der Empfindlichkeitsgrenze wurden als 
Bakterienmaterial Sojabakterien und von den Tyrosinen das aus Horn 
hergestellte Priparat angewandt. In der Gesamtfliissigkeitsmenge 
war das Tyrosin in folgenden Konzentrationen enthalten: 
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Bei wiederholten Priifungen erwiesen sich 0,005 Proz. noch stets 
nachweisbar, dagegen fiel das Resultat bei 0,0025 Proz. Tyrosin 
wechselnd aus. Bei einem Gehalt von 0,001 Proz. war selbst nach 
48 Stunden keine Fiarbung sichtbar. 

Das angewandte Tyrosin war also in einer Verdiinnung von 1 : 20000 
bis 1: 40000 durch Bakterientyrosinase noch nachzuweisen. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Bakterientyrosinase nahm mit 
der Konzentrationsverminderung des Tyrosins ab. Demnach gilt fir 
die Bakterientyrosinase das gleiche Wirkungsgesetz, wie es Bach (20) 
fiir die Pilztyrosinase fand. 


Die Aufspaltung des Tyrosins durch Tyrosinase. 


Uber die enzymatische Oxydation des Tyrosins wei8 man nur, 
daB sie unter Ammoniak- und Kohlendioxydabspaltung, sowie unter 
Aufnahme von Sauerstoff verliuft und mit der Bildung dunkel gefarbter 
Produkte, der sogenannten Melanine, endet. Die Frage, welche Zwischen- 
produkte bei dem oxydativen ProzeB entstehen, ist noch nicht geklart. 

Czapek (21) halt die zuerst von Gonnermann ausgesprochene Vermutung, 
da8 zunichst Homogentisinsiure aus Tyrosin entstinde, fiir durchaus 
wahrscheinlich und weist auf die als Alkaptonurie bezeichnete Stoffwechsel- 
anomalie des Menschen hin, bei der das verabreichte Tyrosin nach Baumann 


und Wolkow als Homogentisinséure im Harn wiedererscheint, ein Vorgang, 
der in der Tyrosinasewirkung ein Seitenstiick besitzen soll. 


OH 
F den /OH 
| | +30=— | | +NH,+CO, 
Me HO\ / 

6H,CHNH,.COOH CH,.COOH 


Auch Beijerinck macht diese Anschauung zu der seinen. Auf die 
Desaminierung des Tyrosins als primarem Vorgang soll dann sekundar 
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66 C. Stapp: 


die Uberfiihrung in Melanin folgen. Bach (22) legt der Tyrosinasewirkung 
den hydroklastischen Abbau der Aminosiuren im Sinne der Strecker schen 
Reaktion zugrunde: 


OH OH 


Fn YON 
: ra 
\SH,CHNH, coon “Fae Pas :CH(OH), 


+3H,O+A =| | 
Darnach entsteht nicht Homogentisinsiure, sondern p- -Oxypheny|- 
acetaldehyd neben Kohlenséiure und Ammoniak. 


+ NH, + CO(OH), + AH, 





Wenn der Tyrosinabbau iiber den p-Oxyphenylacetaldehyd vor 
sich ginge, so miiBte dieses Intermediairprodukt auch als solches durch 
Tyrosinase angreifbar sein und in dunkel gefairbte Oxydationsprodukte 
tibergefiihrt werden kénnen, wie das fiir die Homogentisinsiure bekannt 
ist. Die Priifung konnte aber bisher wegen der schweren Zuganglichkeit 
des aromatischen Aldehyds nicht durchgefihrt werden. Von einer 
Untersuchung der Bakterienkulturlésungen auf eine derartige Bildung 
von p-Oxyphenylacetaldehyd aus dem zugesetzten Tyrosin wurde 
deswegen Abstand genommen, weil bei der Einwirkung starker tyro- 
sinasehaltiger Bakterienaufschwemmungen auf Phenylglykokoll _ 
aus dem nach Chodat und Schweizer (23) durch die Tyrosinase, analog 
wie bei Tyrosin, der um ein Kohlenstoffatom armere Aldehyd ab- 
gespalten werden soll — der zu erwartende Benzaldehyd nicht nach- 
gewiesen werden konnte, obwohl Spuren dieses Kérpers geniigen, um 
deutlich und einwandfrei durch den Geruch kenntlich zu werden, und 
es spezifische Reaktionen derartiger oder noch gréBerer Scharfe fiir 
den Oxyphenylacetaldehyd bisher nicht gibt. 


Dagegen wurde versucht, das voriibergehende Vorhandensein 
von Homogentisinsiure in den flissigen tyrosinhaltigen Bakterien- 
kulturen chemisch nachzuweisen, da wir sehr empfindliche Reaktionen 
fiir diese Siure kennen und ein Erfolg — die Richtigkeit der alteren 
Theorie vorausgesetzt — wenigstens in diesem Falle nicht von vornherein 
aussichtslos erschien. Es wurde dabei ausgegangen von Méhrenauszug 
und Mannit-Salzlésungen mit einem Tyrosinzusatz von 0,15 Proz., die 
zu je 100 cem in 750-ccm-Erlenmeyerkolben gefiillt, mit jungem Kultur- 
material von Soja-hispida-Bakterien beimpft und bei 29° bebriitet 
wurden. Die Knéllchenbakterien wuchsen gut in diesen Kulturfliissig- 
keiten, und nach 8 bis 14 Tagen waren die Nahrmedien dunkelbraun 
bis braunschwarz gefarbt, zuweilen zeigten sie auch einen schwarzlichen 
Bodensatz. Am 3., 5., 7., 9., 12., 15., 18., 22. und 28. Tage wurde je 
eine Serie der Erlenmeyerkolben aus dem Thermostaten heraus- 
genommen, jedem KulturgefaiB 20 com 5proz. Schwefelsiure zugesetzt 
und dann folgendermaBen weiterbehandelt : 
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Die angesiuerte Kulturfliissigkeit wurde filtriert, das klare Filtrat 
mit Ather mehrmals ausgeschiittelt, von den vereinigten atherischen 
Ausziigen der Ather verdunstet und der Riickstand mit etwa 5ccm 
Wasser aufgenommen. Die hierbei resultierende farblose bis schwach 
gelblich gefarbte Lésung wurde nach Wolkow und Baumann (24) und 
Schulze und Castaro (25) auf Homogentisinsiure gepriift. Alle Reak- 
tionen, von denen einzelne so empfindlich sind, daB selbst Bruchteile 
eines Milligramms von Homogentisinsiure durch sie sicher nachweisbar 
sind, fielen in simtlichen Serien negativ aus. 

In einigen Versuchen wurde auch der von Ather befreite Riickstand 
mit wenig Alkohol in der Warme behandelt und in die abgekihlte 
alkoholische Lésung Salzsaure in Gasform eingeleitet. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde mit Wasser verdiinnt, mit Soda ibersittigt und mit 
Ather ausgeschiittelt. Aus dem Riickstande des Atherauszuges sollen 
sich beim Erkalten Kristalle von Homogentisinsiureithylester ab- 
scheiden, der die gleichen reduzierenden Reaktionen geben soll, wie 
die Homogentisinsiure. Auch diese Priifungen verliefen resultatlos. 
Deshalb die intermediare Bildung von Homogentisinsaure zu bestreiten, 
geht nicht an. Es wire wohl méglich, da8 die Homogentisinsiure im 
Augenblick ihres Entstehens weiteroxydiert wird. Wie es unter ge- 
wissen Umstanden unméglich ist, bei der Reduktion von Nitraten 
durch Bakterien das intermediar gebildete Nitrit nachzuweisen, so 
kénnte sich auch hier die Homogentisinsiure dem chemischen 
Nachweis entziehen. Nun gelingt es zuweilen aber, durch Verlang- 
samung des Reduktionsprozesses beim Nitrat die vortibergehende 
Anwesenheit des Nitrits doch festzustellen. Eine unter Zugrunde- 
legung dieser Erwaigung absichtlich durch Aufstellung der Kultur- 
gefaBe bei niedrigerer Temperatur herbeigefiihrte Verzégerung "der 
oxydativen Umsetzungen des Tyrosins war aber ebenfalls ohne Erfolg, 
Homogentisinsaure war auch unter diesen Umstinden nicht nachzuweisen. 

Nimmt man trotzdem an, daB der Tyrosinabbau tiber die Homogenti- 
sinsdure fiihrt, so wire dieser Vorgang unter Beriicksichtigung der , ,Zwei- 
Enzymtheorie“, die von Bach (22) aufgestellt und von Bevjerinck (26) und 
Wieland (27) gestiitzt, von Chodat und Schweizer (28) aber bestritten wird, 
bemerkenswert, denn die zwei verschiedenen Enzyme, die an der oxy- 
dativen Spaltung des Tyrosins beteiligt sein sollen, miBten demnach so auf- 
einander abgestimmt sein, da das von dem einen Enzym gebildete Produkt 
mit derselben Geschwindigkeit, mit der es entsteht, von dem zweiten weiter 
oxydiert wiirde. 

Zusammenfassung. 

1. Tyrosinase ist in den Knéllchenbakterien von Soja hispida, 
Lupinus, Genista tinctoria, Sarothamnus scoparius, Coronilla varia und 
Tetragonolobus purpureus enthalten. 
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68 C. Stapp: 


Welcher Wert der Auffindung der Tyrosinase bei den Reinkulturen 
dieser Knéllchenbakterien beizumessen ist und wieweit die Tyrosinase- 
reaktion als Differentialdiagnostikum im Rahmen der einleitend dar- 
gelegten Aufgabe brauchbar erscheint, dariiber soll spiter im Zu- 
sammenhang mit anderen in Gang befindlichen ausgedehnteren Unter- 
suchungen berichtet werden. 


2. Die Tyrosinase dieser Bakterien zeigte im allgemeinen grobe 
Ubereinstimmung mit der von Abderhalden und Guggenheim aus Russula 
delica gewonnenen Pilztyrosinase. 


3. Tyrosine verschiedener Herkunft verhielten sich optisch ver- 
schieden und zeigten auch in ihrer Oxydierbarkeit durch Bakterien- 
tyrosinase Verschiedenheiten. 


4. Aus Tyrosin hergestelltes tyrosinsulfosaures Barium wurde 
durch Bakterientyrosinase schwerer oxydiert als Tyrosin selbst. Oxy- 
phenylathylamin war am besten als salzsaure Base oxydierbar. Schwach 
oxydiert wurde die 2:4-Dioxybenzoesiure (= £- Resorcylsiure), 
nicht oxydiert die 2:5-Dioxybenzoesiure (= Gentisinsiure), die 
2:4- und 2: 5-Dinitrobenzoesiure, ferner die Ortho-Amidobenzoesiure 
und Phenylglykolsaure. 


5. Die Bakterientyrosinase ist ein Endoenzym, dessen Wirksamkeit 
nicht vom lebenden Plasma abhingt. Sie ist auch in toten Bakterien- 
kulturen noch wirksam, doch ist die Art des Abtétens der Bakterien- 
zellen von wesentlicher Bedeutung fiir die Erhaltung der Ferment- 
aktivitat. 

Tonzellfiltrate enthalten keine wirksame Tyrosinase. 

6. Die Inaktivierungstemperatur fiir die Bakterientyrosinase liegt 
bei ‘frisch isolierten Stémmen zwischen 60 und 65°C. Durch langeres 
Fortziichten der Bakterienkulturen auf Agarnahrbéden kann die 
Resistenz der Enzyme gegen Hitze geringer werden. 


Der Vorgang der Inaktivierung der Bakterientyrosinase durch 
Erhitzung auf 65 bis 70°C ist ein reversibler. 


7. Die Geschwindigkeit des Reaktionseintritts der Tyrosinoxydation 
nimmt mit steigender Temperatur zu; sie wird um so gréBer, je naher 
sich die Temperatur der Inaktivierungstemperatur der Tyrosinase 
nahert. 


8. Die Wirksamkeitsbreite fir Bakterientyrosinase liegt bei Ver- 
wendung von Pufferlésungen etwa zwischen py = 5 und pg = 10,5, 
das Optimum der Aktivitit etwa bei py = 8. 


9. Es geniigte eine 0,00025g Sojabakterientrockenmasse ent- 
sprechende Menge Bakterienfrischmasse, um in 1 ccm Flissigkeit das 
Tyrosin noch sichtbar zu oxydieren. 
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ren 10. Mit Hilfe von Bakterientyrosinase lieBen sich noch 0,005 Proz. 
_ Tyrosin sicher zum Nachweis bringen. 
ar- 11. Es war nicht méglich, Homogentisinsiure als Zwischenprodukt 
iu bei der Aufspaltung des Tyrosins durch Bakterientyrosinase chemisch 
er- nachzuweisen. 
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Die Rolle der Bakterien 
bei der ,Milchsiuregirung der Glucose durch Peptone“'). II. 


Von 
Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institut der eidgendssischen Tech- 
nischen Hochschule in Ziirich.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1923.) 


In der ersten Mitteilung?) wurde festgestellt, daB tiberall da, wo 
in den Schlatterschen Garversuchen Gas gebildet wird, gleichzeitig 
regelmaBig Bakterien anwesend sind. Es erschien daher angezeigt, 
diese Bakterien naiher kennenzulernen, insbesondere deren Lebens- 
eigentiimlichkeiten. 

In der vorliegenden zweiten Mitteilung: ,,Die Bakterien“‘, gelangen 
wir hiertiber zu folgenden Feststellungen: 


A. Die Bakterien der Komponenten der Girsysteme. 


Unter Beriicksichtigung vélliger Sterilitat wurden von den drei 
Komponenten: a) Natriumbicarbonat, b) Glucose und c) Pepton je 
abgestufte Mengen in 50 ccm Bouillon eingetragen und bei 22 und 37° 
bebriitet. 


@) Natriumbicarbonat. 

Es wurden Proben mit je 0,025, 0,05, 0,1, 0,5 und 100g NaHCO, 
angelegt, bei 22° bis zum sechsten Tage und bei 37° bis zum dritten Tage 
bebriitet. und beobachtet. 

Resultat: Alle Proben blieben steril! 

b) Glucose. 

Es wurden Proben von je 0,05, 0,1, 0,5, 1.0, 1,5 und 2,0g Glucose 
bei 22° bis zum sechsten Tage und bei 37° bis zum dritten Tage bebriitet 
und beobachtet. 

Resultat: Alle Proben blieben steril. ; 

Die Sterilitétsproben mit NaHCO, und Glucose sind gelegentlich 
wiederholt worden und haben bis heute immer dasselbe Resultat gezeitigt. 


1) Milchséuregirung der Glucose durch Peptone, von Gottfried Schlatter 
(aus dem physikalisch-chemischen Institut der eidgendssischen Technischen 
Hochschule Ziirich). Diese Zeitschr. 181, 362, 1922. 

2) Diese Zeitsch:. 189, 457, 1923. 
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c) Pepton. 
Es wurden Proben von je 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0g der ver- 
schiedenen Peptone bei 22° bis zum sechsten Tage und bei 37° bis zum 
dritten Tage bebriitet und beobachtet. 


Bakterienwachstum bei: 
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+ = wenig Bakterien. 

+++ = deutliches Bakterienwachstum. 

Obige Versuchsreihe wurde dreimal wiederholt, und dabei konnten 
jeweils merkliche Schwankungen in den Resultaten der einzelnen 
Reihen der gleichen Peptone beobachtet werden, woraus hervorgehen 
dirfte, daB die Verteilung der Bakterien in den Peptonen keine gleich- 
maBige sein kann! 

Es wurde trotzdem versucht, mit Hilfe des Plattenverfahrens 
auf Traubenzuckeragar die Bakterien der Peptone zahlenmaBig zu 
bestimmen. Die zahlenmafige Bestimmung der Bakterien ergab sehr 
groBe Ungleichheiten, womit die vorgingig gemachte Beobachtung 
bestatigt wurde, daB eine ungleichmaBige Verteilung der Bakterien in 
den Peptonen vorliegt. 

Die maximalen Werte, die bei den folgenden drei Peptonen er- 
mittelt worden sind — wobei diesen Zahlen jedoch keine endgiiltige 
Bedeutung beizulegen ist — seien hier angefiihrt: 

Pepton I, enthielt 50 Bakterien pro Gramm. 


99 I *s 25 > ” ” 
” Vo > 200 o> > ”? 
wow 


Es wurden nunmehr wiederum mit Hilfe des Plattenverfahrens 
die Bakterien der verschiedenen Peptone auf Traubenzuckeragar bei 
37° isoliert und folgende Stimme festgestellt (s. Tabelle S. 72). 

Die chemische Herstellungsart und wohl auch fiir die vorliegenden 
Verhiiltnisse ein gliicklicher Zufall lassen sowohl das Natriumbicarbonat 
als auch die Glucose steril erscheinen, so daB das Pepton allein als 
Trager der Bakterien in Frage kommt, welche dann auch ohne Aus- 
nahme in jedem der untersuchten Peptone vorgefunden worden sind. 

Die Bakterien des Peptons finden sich entsprechend den Beob- 
achtungen in der ersten Mitteilung in den verschiedenen Peptonen in 
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ganz verschiedenen Mengen vor. Dies diirfte sich aus der kleinen 
Tabelle 8.71 ohne weiteres ergeben, trotzdem sie keine absoluten 
Zahlen iiber den Bakteriengehalt enthilt. 

Das Pepton sic. cum sale ,,Siegfried‘‘-Original enthielt demgema8 
im April 1922 in 0,2 g bei 22° Bakterien, wihrend Bakterienwachstum bei 
37° erst in 0,5 g Pepton festgestellt werden konnte. 

Das Pepton sic. e carne dagegen enthielt erst in 1,0 g, sowohl bei 22° 


als auch bei 37° Bakterien. 
Das Pepton ,,Witte‘-Original enthielt bereits in 0,1 g bei 22° und in 


0,2 g bei 37° Bakterien. 

Das Pepton ,,Merck‘‘-Original wies bei 22° in 1,0g, bei 37° dagegen 
erst in 1,5g Bakterien auf. 

Das Pepton sic. sine sale zeigte bei 22° schon in 0,5 g, bei 37° erst in 


1,0 g Bakterien. 
Das Pepton ex albumine enthielt seinerseits bei 22° erst in 1,0 g und 


bei 37° erst in 1,5 g Bakterien. 


Es gilt somit ganz allgemein, daB Bakterien mit der optimalen 
Wachstumstemperatur von 22° in gréBerer Anzahl in den Peptonen 
festzustellen waren, als solche mit der optimalen Wachstumstemperatur 
von 37°. 

Auf die unregelmaBige Verteilung der Bakterien in den einzelnen 
Peptonen selbst wurde frither schon hingewiesen, und sie diirfte mit 
den Besonderheiten der Rohmaterialien, mit deren Verarbeitungsweise 
und mit dem daraus resultierenden physikalisch-chemischen Zustand 
(TeilchengréBe, Adsorptionsfihigkeit usw.) des betreffenden Peptons 
in naherem Zusammenhang stehen. 

Wenn auch die angefiihrten Tatsachen das eigentliche Wesen der 
Giarungserreger nicht erkliren, so geben sie doch zweifellos AufschluB 
tiber die Ursachen des verschiedenartigen Verlaufes der Girungen unter 
,denselben“ Bedingungen dadurch, daB sie einen Einblick in die Ver- 
teilungsverhaltnisse der Bakterien in den Peptonen erlauben. 

Da es sich in der vorliegenden Untersuchung vorwiegend darum 
gehandelt hat, die Bedeutung der Garungserreger direkt fiir die Spaltung 
der Glucose ,,an sich“ zu erkliren, wurden die aus den verschiedenen 
Peptonen isolierten Bakterien, d. h. deren Eigenschaften, vorwiegend 
unter diesen Gesichtspunkten studiert, ohne die systematische Stellung 
der Bakterien zu _ beriicksichtigen. 

Mit Riicksicht auf diesen Sachverhalt sind denn auch in der 
Tabelle §. 72 die Eigenschaften der aus den verschiedenen Peptonen 
isolierten Bakterienstimme aufgefiihrt. 

Die verschiedenen Peptone weisen zum Teil verschiedene Bakterien- 
stimme auf, zum Teil aber kommen dieselben Stamme gemeinsam 
in den verschiedenen Peptonen vor. Dabei fallt sofort auf, daB neben 
Bakterienstimmen mit saccharolytischen Eigenschaften ebenso haufig 
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solche ohne diese vorhanden sind. Dagegen finden sich ausnahmslos 
in den Peptonen, mit welchen Garungen beobachtet worden sind, 
Bakterienstamme vor, die saccharolytische Fermente: besitzen, neben 
Bakterienstimmen ohne solche. Es betrifft dies die Peptone I,_ I, 
IV, V,, V, VII und IX. Im Gegensatz dazu finden sich in den Peptonen, 
mit welchen niemals Garungen beobachtet werden konnten, wie VI, 
VI und VIII, ausschlieBlich nur Bakterienstimme ohne saccharo- 
lytische Fermente. Es ist dies eine klare Begriindung und gleich- 
zeitig eine Bestatigung der diesbeziiglichen Feststellungen in der ersten 
Mitteilung. 

Eingehend die Eigenschaften der Bakterien der verschiedenen 
Peptone vergleichend mit den Erscheinungen der Garungen der ent- 
sprechenden Peptonsysteme zu diskutieren, dirfte zweckmaBigerweise 
im nachsten Kapitel, das tiber die Bakterien der Garsysteme Aufschluf 
gibt, geschehen. Hier mége nur noch darauf hingewiesen werden, dai 
der auBere Verlauf der Garungen (und auch das Verhalten der nicht 
girfahigen Systeme) mit dem ,,Wachstum in Bouillon bei 37%‘ der 
auf §. 72 erwahnten Bakterienstimme ibereinstimmt. 

Uber das Verhaltnis der Bakterienflora der Originalpeptone zu den 
in den Petrischalen aufbewahrten Peptonen ist zu sagen. daB im Pepton 
sic. cum sale ,,Siegfried‘‘-Original vier verschiedene Stamme gefunden 
worden sind, waihrend im Pepton sic. cum sale ,,Siegfried‘‘ nur deren zwei 
isoliert werden konnten. Dabei ist zu beachten, daB, abgeseheri davon, 
da8 der Stamm I, Nr. 4 im Pepton sic. cum sale ,,Siegfried“ fehlt (was 
mit den in diesem Kapitel eingangs mitgeteilten Beobachtungen erklart 
sein diirfte), der Stamm I, Nr. 1, der offensichtlich mit dem Stamm I Nr. 2 
identisch ist, im Pepton sic. cum sale ,,Siegfried“‘ ganz bedeutende Ver- 
anderungen in seinen fermentativen Eigenschaften erlitten haben mu&8. 

Ganz ahnliche Verhiltnisse sind bei den Staémmen des Pepton ,,Witte‘‘- 
Original und des Pepton ,,Witte‘ in der Petrischale zu konstatieren: Ver- 
minderung der Bakterienstimme und Veranderung, d. h. Reduktion der 
fermentativen Eigenschaften der Stémme im Pepton ,,Witte‘‘ aus der 
Petrischale gegeniiber denjenigen aus dem Pepton ,,Witte‘‘- Original. 


B. Die Bakterien der Girsysteme. 

Die Schlattersche Versuchstechnik (s. dort 8. 368) zur Herstellung 
der Garsysteme birgt fiir die bakteriologische Untersuchung derselben 
verschiedene Unzulanglichkeiten. Es sei nur an das Erhitzen im Wasser- 
bade, an das darauf.folgende Filtrieren durch einen gewdéhnlichen 
Filter an der Luft und dann endlich an das Einfiillen in die nicht 
sterilen Saccharimeter erinnert. Da es aber fiir die vorliegenden Unter- 
suchungen von ausschlaggebender Bedeutung war, sowohl iiber die 
Herkunft, als auch iiber die Zahl der Bakterien, die in die Garsysteme 
gelangen, orientiert zu sem, wurden die Giarversuche nunmehr unter 
aseptischen Bedingungen ausgefiihrt. 
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Zur Identifizierung der Bakterien in den Giarsystemen wurden 
folgende Versuchsbedingungen eingehalten'): 


Gleich nach Isolierung der Bakterien aus den Peptonen wurden unter 
Wahrung volliger Sterilitat mittels sterilen Wassers eine Glucoselésung 
von 2 Proz. und auf dieselbe Weise Lésungen der verschiedenen Peptone 
von ebenfalls 2 Proz. hergestellt. In sterile Reagenzglaser wurde unter 
Wahrung vdlliger Sterilitaét je 0,1 g Natriumbicarbonat abgewogen. Mittels 
steriler Pipetten wurden diese Reagenzgliser mit 5ccm Glucoselésung 
beschichtet, worin sich das Bicarbonat aufléste. Diesen Glucose-Na HCO; - 
Lésungen wurden nunmehr mit sterilen Pipetten je 5 cem der verschiedenen 
2proz. Peptonlésungen zugesetzt, so daB nach erfolgter Durchmischung 
ein System von je 1 Proz. der verschiedenen Peptone mit Glucose und 
NaHCO, vorlag. Dieses System enthielt die aus den Peptonen stammenden 
Bakterien. Diese Garlésungen wurden ihrerseits unter vdlliger Asepsis 
in sterile Saccharimeter eingefiillt und sogleich bei 37° bebriitet. 

Mit jedem Pepton wurden je drei Parallelversuche angesetzt und ein 
Kontrollversuch, d. h. einige Girmischungen, die kein Pepton, sondern 
lediglich je 1 Proz. Glucose und Natriumbicarbonat enthielten (die 5 ecm 
Peptonlésung wurden durch steriles Wasser ersetzt). Nach einer Bebriitungs- 
zeit von etwa 38 Stunden zeigten die verschiedenen Garlésungen folgende 
Veraiinderungen : 
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— = kein Gas bzw. keine Bakterien. 
+ = ganz sparliches Bakterienwachstum. 
++ = kraftiges Bakterienwachstum. 


Der makroskopische Verlauf der Girungen der angefiihrten Systeme 
entspricht in allen wesentlichen Punkten den bereits gemachten An- 
gaben?), mit der Ausnahme, daB einige der Girlésungen (z. B. Vo, 
V und IX) bereits von Anfang an flockig getriibt erscheinen, indem 


1) Soweit nicht besonderes vermerkt ist, sind alle spaiteren Versuche 
in der beschriebenen Art und Weise vorbereitet und durchgefiihrt worden. 
*) Siehe diese Zeitschr. |. c. 
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die genannten Peptone in ihren 2proz. wiasserigen Lésungen bereits 
ausflocken und der Verlauf der Garungen, sowohl was das Bakterien- 
wachstum (Triibung), als was dann auch die Gasproduktion anbetrifft, 
ein merklich intensiverer ist. 

Wiederum wurde mit Hilfe des Plattenverfahrens die Isolierung 
der Bakterien der verschiedenen. Gaplésungen auf Traubenzuckeragar 
bei 37° vorgenommen, und folgende Staémme wurden festgestellt (siehe 
Tabelle S. 72): 

Es erscheint zweckmafig, hier vorerst die aus den Peptonen und 
den entsprechenden Garsystemen sowie aus den Rohmaterialien iso- 
lierten Bakterienstémme und deren Eigenschaften einzeln in ihrer Be- 
deutung fiir die Garungen zu charakterisieren, um spiter auf Grund 
dieser Feststellungen die allgemeinen bakteriologischen Verhiltnisse 
in den Peptonen, den entsprechenden Garsystemen und Rohmaterialien 
vergleichend darzulegen. 


1. Im Pepton sic. cum sale ,,Siegfried“‘- Original konnten in allen drei 
Parallelversuchen vier Bakterienstamme isoliert werden. Diese vier Stiimme 
waren aber nicht gleichmaBig vertreten, indem sowohl in den mikro- 
skopischen Praparaten des Garsystems als auch in den von diesem und dem 
Pepton selbst angelegten Plattenkulturen zwei Bakterienstimme  vor- 
herrschten. Es sind dies die beiden Peptonstiimme Nr. 4 und 1, bzw. die- 
jenigen aus dem Garversuch Nr. 2. Die anderen beiden Stamme aus dem 
Pepton, naimlich Nr. 2 und 3 und die aus dem ersten und dritten Garversuch 
treten dagegen nur vereinzelt auf. DemgemaB diirfte der Verlauf der Garung 
des Peptons I, im wesentlichen durch die Lebenseigentiimlichkeiten der 
ovalen Kokken und der sporenbildenden Stabchen beherrscht sein. 

Da es sich hier neben bestimmten qualitativen offensichtlich auch um 
quantitative Verhaltnisse handelt, unter denen die Bakterien spezifisch 
wirken kénnen, wird der Beweis fiir diese Zusammenhiinge entsprechend 
erst in derjenigen Mitteilung gebracht werden kénnen, welche hier die 
quantitativen Verhaltnisse beriicksichtigt. Dies gilt allgemein auch fiir 
die Girsysteme der anderen Peptone, soweit solche iiberhaupt in Frage 
kommen kénnen. Dagegen diirften die beiden Bakterienstiimme Nr. 2a 
und 2b aus dem Garversuch mit den entsprechenden Stiimmen Nr. 4 und | 
des Peptons I, identisch sein. Die tibrigen Bakterienstéimme des Peptons 
kommen demnach im Garsystem gar nicht zur Entwicklung, sofern sie 
iiberhaupt in dasselbe hineingelangt sind. Die ungleichméBige Verteilung 
der Bakterien in den einzelnen Parallelversuchen und entsprechend deren 
ungleichmaBiger Gareffekt kommt hier deutlich zum Ausdruck und diirfte 
durch die diesbeziiglichen friiheren Angaben verstandlich erscheinen. 

2. Aus dem Pepton sic. cum sale ,,Siegfried‘‘ konnten zwei Bakterien- 
staimme isoliert werden. Es sind dies Nr. 1 und 2, wobei der Kokkenstamm 
Nr. 2 stark tiberwiegt. Es wurde friiher schon auf den zahlenméBigen 
Unterschied der Peptone I, und I in bezug auf ihren Bakteriengehalt hin - 
gewiesen. Hier tritt deutlich hervor, daB der besonderen Aufbewahrungs- 
weise des Peptons I, die Bakterienstamme Nr. 2 und 4 des Peptons I, 
,,zum Opfer gefallen“ sein miissen, indem sie jenem fehlen. Die beiden 
Staémme Nr. 1 und 2 des Peptons I diirften je den beiden Stammen Nr. 3 
und 1 des Peptons I, entsprechen. Es tritt also im Pepton I noch die Sarcine 
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aus dem Pepton I, auf; sie hat dabei allerdings auBer ihrer Wachstums. 
eigenheit auch ihre Pigmentbildung verindert, wihrend der Kokkenstammm 
sein lactosespaltendes Ferment ganz eingebiiBt zu haben scheint. Unter 
diesen bakteriellen Voraussetzungen ist denn auch der villig negative 
Gareffekt des Peptons I verstandlich und wird noch verstandlicher unter 
Beriicksichtigung der bakteriellen Verhiltnisse des Giarsystems selbst. 
Es findet sich dort insgesamt noch ein einziger Bakterienstamm vor, und 
zwar Nr. 2, der identisch ist mit Nr. 3. Er ist nur schwach vertreten. Es 
handelt sich anscheinend um den Stamm Nr. 4 des Peptons I, bzw. den 
Bakterienstamm Nr. 2 des Garsystems dieses Peptons. Allerdings scheint 
auch dieser Stamm sein lactosespaltendes und sein proteolytisches Ferment 
verloren zu haben, ahnlich dem Kokkenstamm Nr. 2 im Pepton Il. Be. 
achtenswert ist ferner, daB im Garsystem Nr. 1 des Peptons I iiberhaupt 
keine Bakterien angingen, ein deutliches Zeichen der allgemeinen Ver- 
minderung der Bakterien, und ferner, daB8 der Kokkenstamm Nr. 2 im Gar- 
system des Peptons I nicht aufkommen konnte, wogegen dann aber der 
im entsprechenden Pepton nicht nachgewiesene Stamm des Giarsystems 
Nr. 2 (= Nr. 3) sich entwickeln konnte. Seine Entwicklung und, wie 
schon angedeutet, auch seine fermentativen Eigenschaften sind im Vergleich 
zu seiner urspriinglichen Form, dem Stamm Nr. 4 im Pepton 1, gehemmt. 
So diirften auch hier wiederum die besonderen, ungiinstigen bakteriellen 
Verhaltnisse fiir den Girverlauf des Peptons I bestimmend sein. 


3. Im Pepton sic. e carne finden sich bedeutend einfachere Verhiltnisse 
vor. Der Bakterienstamm Nr. 1 ist ein sporentragendes Stibchen, das 
sowohl in geringem MaBe saccharolytische (Lactose) als auch ebensolche 
proteolytische Fermente erzeugt, nicht aber glucosespaltende. (?) Der andere 
Stamm, Nr. 2, ist ein kleiner Kokkus von Semmelform, der nur langsam 
Glucose spalten kann. Diese beiden Stémme sind im Pepton sparlich 
vertreten. 

Noch sparlicher aber ist der einzige Bakterienstamm im Garsystem 
des Peptons IV vorhanden. Im Girversuch Nr. 1 ging nichts an, wahrend 
aus Nr. 2 und 3 das gleiche sporentragende Stabchen isoliert werden konnte. 
Es diirfte sich um den Stamm Nr. 1 des Peptons IV handeln, wobei dieser 
anscheinend seine geringen fermentativen Eigenschaften vollig eingebiiBbt 
hat und nunmehr im Glucose -Pepton-NaHCO,-System als strenger 
Aerobier sein kiimmerliches Dasein fristet. Fiir den Kokkenstamm des 
Peptons scheinen obige Lebensbedingungen zu ungeniigend zu sein, als 
da8 dieser schwache Stamm das Pepton IV zu einem girfahigen bestimmen 
kénnte. 


4. Aus dem Pepton sic. ,,Witte‘‘-Original konnten acht Bakterien- 
stiimme isoliert werden. Nach den Erfahrungen mit diesem Pepton, in 
dessen Giarverlauf eine Haupt- und eine Nebengirung') beobachtet werden 
konnte, muSten entsprechend aus dem Pepton und dem betreffenden 
Garsystem auch solche Bakterien isoliert werden, die Glucose bis zu Kohlen- 
dioxyd zerlegen kénnen. Und in der Tat, der Stamm Nr. 1, ein Gram- 
negatives, plumpes Kurzstabchen, stellt ein soleches Bakterium dar. Es 
produziert auBerdem ein Glucose und Lactose siiuerndes Ferment, waihrend 
Gelatine nicht angegriffen wird. Die Stamme Nr. 3, 5 und 8 sind morpho- 
logisch verschiedene Kokken, denen aber kaum eine direkte Bedeutung 
fiir die Girung zukommen diirfte, indem alle diese Stémme keine — oder 


1) Siehe diese Zeitschr. 1. c. 
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doch erst nach langerer Wachstumsperiode — saccharolytischen oder pro- 
teolytischen Fermente zu erzeugen faihig sind. Dasselbe gilt fiir den Stamm 
Nr. 4, die Sarcine. Der Stamm Nr. 7, groBer Kokkus, kénnte allein 
praktisch als Garungsursache in Frage kommen. Immerhin kénnte dies 
zufolge seines nach 36 Stunden wirksamén glucosespaltenden Ferments 
erst in einer spaiteren Phase der Girung von Bedeutung sein. 


In den drei Garversuchen des Peptons V, fanden sich insgesamt nur 
vier Bakterienstamme vor, welche sich wiederum ganz ungleichmabig 
auf die einzelnen Versuche verteilen. Aus dem Garversuch Nr. 3 waren 
iiberhaupt keine Bakterien herauszuziichten. Im Garversuch Nr. 2 findet 
sich als einziger Stamm ein Gram-negatives Kurzstaébchen, das in der- 
selben Zeit, wie der Bakterienstamm Nr. 1, aus dem Pepton selbst sowohl 
Glucose zu Saure und bis zu Gas zerlegt, als auch Lactose angreift, wihrend 
es ebensowenig wie jenes Gelatine verfliissigt. Die beiden Stamme diirften 
identisch sein. Aus dem Garversuch Nr. | sind drei Stamme isoliert worden. 
Nr. le, ein Gram-positives Kurzstibchen, das in kurzen Ketten auftritt 
(Streptobazillus). Es besitzt aber auSer einem ganz geringen proteo- 
lytischen Ferment keine sonst. beachtenswerten Eigenschaften. Daneben 
findet sich der Stamm Nr. 1b, ein Gram-negatives, bewegliches Kurzstab- 
chen, dessen saccharolytische Fermente wiederum Glucose zu Saéure und 
bis zu Gas zerlegen kénnen, die Lactose aber nicht angreifen. Und endlich 
ist der Stamm Nr. la aus diesem Giarversuch ein sporentragendes, Gram- 
negatives Kurzstaébchen, das Glucose und Lactose zu Siéure, ohne Gas- 
bildung, abbaut und, wenn auch erst etwas spat, Gelatine peptonisiert. 
Es diirfte dieser Stamm identisch sein mit dem Stamm Nr. 2 aus dem Pepton 
selbst. 

Es ergibt sich daher auch fiir das Pepton sic. ,,Witte‘‘- Original bzw. 
dessen Girsystem, daB sein Verlauf durch die fermentativen Eigenschaften 
der in ihm wirksamen Bakterien, vor allem aber durch die Lebenseigentiim- 
lichkeiten der drei Bakterienstémme Nr. la, 1b und 2 bestimmt wird. 


5. Aus dem Pepton sic. ,,Witte‘‘ wurden vier Bakterienstimme isoliert. 
Es hat somit eine Verminderung der Bakterien im Pepton zufolge des be- 
sonderen Aufbewahrungsmodus stattgefunden. Nach friiheren Angaben 
wurden im Pepton sic. ,,Witte‘‘-Original 200 Bakterien pro Gramm fest- 
gestellt, wahrend das Pepton sic. ,,Witte‘ nur 150 in der gleichen Menge 
enthielt. Es liegen demnach bei den ,.Witte‘*-Peptonen dieselben Verhaltnisse 
vor wie bei den ,,Siegfried‘*-Peptonen! 

Was fiir Bakterienstaémme sind nunmehr noch vorhanden? Der Stamm 
Nr. 1, ein anscheinend fermentloser Kokkus, diirfte keine wesentliche 
Rolle spielen. Der Stamm Nr. 2, das sporentragende Kurzstabchen, diirfte 
identisch sein mit dem Stamm Nr. 2 aus dem Pepton V,. Seine fermentativen 
Eigenschaften erscheinen allerdings merklich abgeschwacht. Der Stamm 
Nr. 3, ein kleiner Staphylokokkus, tritt nur ganz vereinzelt auf. Er zerlegt 
aber Glucose in 16 Stunden unter deutlicher Saurebildung, ohne Gas, 
und ebenso verfliissigt er Gelatine. Der Stamm Nr. 4 endlich stellt ein 
Gram-positives, groBes, kraftiges Stabchen dar, dessen glucosespaltende 
Eigenschaften sich auBerst langsam entwickeln. 


Es ist demnach kein kriftig fermentierender Bakterienstamm im 
Pepton V vorhanden. Dieses Resultat kann so wenig wie das der Garver- 
suche mit diesem Pepton als iiberraschend empfunden werden. Es sind in 
den Giarversuchen wohl einige Bakterien angegangen, aber weder ihre 








hae A I NR LON I MRNARIEE Hirsi 





r oo SMC oe ete . 
Steer tec or< deed tania aides onaneee aeeaneaeremeemeineenenmamateal 


pe 5 as 





t 
Seorpagemtiars anne 


FE Ry SEE ai 








tl 














80 O. Acklin: 


Anzahl noch ihre fermentativen Eigenschaften geniigen zur Ausliésung 
eines Gareffektes. 


6. Aus dem Pepton sic. ,, Merck‘ waren zwei Bakterienstimme isolierbar, 
Beide Staémme sind ungefihr mit je vier bis seehs Kolonien pro Zahlplatte 
und Gramm Pepton vertreten. Es sind dies die beiden Stamme Nr. |, 
ein kraftiges Staibchen, und Nr. 2, ein groBer Kokkus. Beide Stamme 
weisen erst nach mehr als 36 Stunden fermentative Eigenschaften auf, 
und diese sind nur gegen Glucose eingestellt, die ganz schwach, ohne Gas. 
produktion, zu Siure gespalten wird. 


In den entsprechenden Garversuchen des Peptons VI Nr. 1: bis 3 
konnten keine Bakterien mehr nachgewiesen werden, was ohne weiteres 
den fehlenden Gireffekt in diesen Versuchen und somit auch den des Peptons 
»Merck* iiberhaupt erklart. 


7. Aus dem Pepton sic. sine sale war nur ein einziger Bakterienstamm 
isolierbar. Er stellt einen schwach vertretenen kleinen Kokkus dar, der 
ein saccharolytisches Ferment gegen Glucose nach 48 Stunden und gegen 
Lactose nach 2 Tagen bildet, wahrend Gelatine von ihm erst nach 14 Tagen 
angegriffen wird. 

In den Giarversuchen des Peptons VII gelangt lediglich im Versuch 
Nr. 2 ein Gram-positives, plumpes Staébchen zur schwachen Vermehrung. 
Dieses Staibchen scheint indifferent zu sein, indem es in keinem der vor- 
gelegten Nahrmilieux die bisher beobachteten Verinderungen erzeugen 
kann. Nichtsdestoweniger ist es interessant, festzustellen, daB dieses 
Stabchen, trotzdem es im Pepton VII vorhanden sein muB, daselbst nicht 
nachgewiesen werden konnte, wohingegen der im Pepton VII vorhandene 
Kokkenstamm im Giarsystem Pepton-Glucose-NaHCO, sich anscheinend 
nicht entwickelt hat, so daB im Pepton sic. sine sale auch kein Giareffekt 
beobachtet werden konnte. 


8. Aus dem Pepton ex albumine konnte ebenfalls nur ein einziger 
Stamm isoliert werden: Es liegen dieselben Verhiltnisse vor wie beim 
Pepton VII. Auch in bezug auf die Garversuche, die alle des Gireffekts 
ermangeln. Nur darin besteht zwischen beiden Peptonen ein ‘Unterschied, 
daB der Kokkenstamm in Pepton VIII ebenfalls keine fermentativen 
Eigenschaften aufweist, wie das beim Gram-negativen, sporenbildenden 
Stabchen im Garversuch Nr. 3 der Fall ist, wahrend der Kokkenstamm 
des Peptons VII ein saccharolytisches Ferment besitzt. Dieser Unterschied 
wird spater fiir beide Peptone von Bedeutung sein. 

9. Aus dem Pepton ,,Witte“ von Kahlbaum lieBen sich wiederum vier 
Bakterienstamme isolieren. Der Stamm Nr. 1, ein Gram-positives, kraftiges, 
plumpes Stabchen, produziert nach 16 und 24 Stunden seine entsprechend 
gegen Glucose und Lactose wirksamen Fermente, wihrend Gelatine erst 
nach 16 Tagen peptonisiert wird. Der Stamm Nr. 2, ein kleiner Kokkus, 
produziert erst nach 48 Stunden bzw. 2 Tagen seine gegen Glucose und 
Lactose wirksamen Fermente, wihrend er Gelatine erst nach 14 Tagen 
verfliissigt. Der Stamm Nr. 3 ist ein Gram-positives, sporentragendes 
Stabchen, das nur Lactose allein nach 4 Tagen anzugreifen vermag und 
nach 7 Tagen auch Gelatine verfliissigt. Endlich der Stamm Nr. 4, ein 
kleiner Kokkus, ist anscheinend vdéllig indifferent in bezug auf seine zucker- 
spaltende und Gelatine verfliissigende Wirkung. 

In den drei Giarversuchen des Peptons IX, sind zwei Bakterienstaémme 
festgestellt worden. Im.-Versuch Nr. | sind keine Bakterien angegangen, 
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ebensowenig im Versuch Nr. 2. Einzig im Versuch Nr. 3 konnten zwei 
Bakterienstimme festgestellt werden. Der Stamm Nr. 3a diirfte dasselbe 
Gram-positive Staébchen darstellen, wie es als Stamm Nr. 1 des Peptons [IX 
bereits beschrieben worden ist, wahrend der Stamm Nr. 3b ziemlich sicher 
mit dem Peptonstamm Nr. 3 identisch ist. Diese drei Bakterienstiimme 
bestimmen daher den Giareffekt des Peptons IX, wahrend die beiden’ 
Peptonstamme Nr. 2 und 4 im Garsystem keine geeigneten Lebensbedin- 
gungen gefunden zu haben scheinen. 


C. Die Bakterien der Komponenten (Rohmaterialien) der Peptone. 


Es erschien nunmehr nicht uninteressant, etwas iiber die Herkunft 
der in den verschiedenen Peptonen festgestellten Bakterienstimme 
zu erfahren, insbesondere nachdem die Untersuchungen aus den 
Kapiteln A. und B. nahelegten, daB die verschiedenen, dort be- 
schriebenen Bakterienstimme den verschiedenartigsten biologischen 
Milieus entstammen kénnten, und da ferner von den relativ zahl- 
reichen Bakterienstimmen der untersuchten Peptone nur einige wenige 
Stamme in den entsprechenden Giarsystemen die Ursache der Girung 
darstellen. 

Es erhob sich hier die Frage, ob eine zufallige und vorwiegend 
durch die Luft bedingte Infektion den verschiedenen Peptonen ihre 
Bakterien vermittelt habe, oder ob spezifische Bakterienstiimme aus 
den Rohmaterialien dies getan hitten. In diesem letzteren Falle wirde 
der Verlauf der Girung — in bestimmten Grenzen — mehr durch 
die biologische Herkunft ihrer Komponenten (Rohmaterialien der 
Peptone), als durch die feinere chemische Zusammensetzung der fertigen 
Peptone) bedingt sein. 

Aus technischen Griinden — es wiire nicht leicht gewesen, Aus- 
kunft iiber das genaue Herstellungsverfahren all der hier beriick- 
sichtigten Peptone zu bekommen — und um die an sich schon relativ 
ausgedehnte Arbeit nicht noch weitliufiger zu gestalten, wurde die 
Untersuchung iiber die Frage der Herkunft der Bakterien auf die 
Rohmaterialien des Peptons sic. cum sale ,,Siegfried“ beschrankt. 

Bei Anla& der Versuche zur Herstellung eines sterilen Peptons?) 
konnten wir die von der Firma A.-G. vormals B. Siegfried in Zofingen- 
Schweiz uns in zuvorkommender Weise zur Verfiigung gestellten An- 
gaben iiber die Rohmaterialien und die Herstellungsweise des Peptons 
sic. cum sale ,,Siegfried“* benutzen. Die genannte Firma iiberlie8 uns 
gleichzeitig die von ihr zur Peptonherstellung verwendete Gelatine, 
wahrend wir gemi®B der Vorschrift die notwendigen Ingredienzien 
(aseptisch gewonnene Schweinsmagen und Pankreasdriise) in dankens- 


1) Siehe Schlatter, diese Zeitschr. 181, 373/75 und 375/78. 
2) Woriiber in einer spateren Mitteilung berichtet werden wird. 


Biochemische Zeitschrift Band 141. 6 
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1) Gedeiht bei 37° nicht; Temperaturoptimum 22°, liefert wenig Saure. 


2) Keine Sauregerinnung! (py = 7.2 bis 7,4.) 


werter Weise vom 
Ziiricher stadtischen 
Schlachthause erhie!- 
ten. Diese — Roh- 
materialien wurden 
unter Wahrung der 
Sterilitat genau nach 
Vorschrift weiter ver- 
arbeitet, und mit 
Hilfe des Plattenver- 
fahrens wurden auf 
Traubenzuckeragar 
aus den drei Kompo- 
nenten: 1. Pankreas- 
saft, 2. wiasserige 
Aufschwemmung des 
fein zerkleinerten 
Schweinsmagens und 
3. wiasserige Gela- 
tinesuspension _ die 
folgenden Bakterien- 
stimme __herausge- 
zichtet (s. neben- 
stehende Tabelle) : 

1. Pankreassaft. 
Es konnten hier drei 
bzw. zwei Bakterien- 
stimme isoliert wer- 
den. Voraus muB be- 
merkt werden, daB 
diese Stémme in einer 
relativ geringen Indi- 
viduenzahl vertreten 
waren, insbesondere 
der Stamm Nr. 2. Der 
Stamm Nr. 1, ein 
Gram-positiver Kok- 
kus, diirfte mit seinen 
saccharolytischen und 
den iibrigen Eigen- 
schaften dem Stamm 
Nr. 2b aus dem Gar- 
system des Pepton sic. 
cum sale ,,Siegfried**- 
Original entsprechen. 
Der Stamm Nr. 2, 


ein Gram - positives, 











plumpe 
produzi 
fir den 
zu Gas 
bei 22° 


2. 
von de 
sind, vi 
auffalle 
identis' 
sale 5, 
dagege 
der sic 
Stamn 
direkt 


3. 
worde! 
festget 
nur st 
sichtli 

} 
zusan 


anzus 


“~~ 


komr 
Trag 
und 

ein 8 


die 
scha: 


unte 
Eige 


den 
der 

gefu 
wies 
kon 


lyti 


als 


vom 
chen 
*hiel- 
Roh- 
rden 
der 
ach 
ver- 
mit 
ver- 
auf 
rar 
|po- 
aS - 
rige 
des 


ee eS ae es 


— -™ * 3 eae oe 








Rolle der Bakterien bei der Milchséuregarung usw. II. : 83 


plumpes Kurzstaébchen, das einzig in Traubenzuckerbouillon wenig Saure 
produziert, hat kein deutliches Analogon aufzuweisen, ebenso gilt dies 
fiir den Stamm Nr. 3, die Hefe, welche allerdings Glucose zu Saure und 
zu Gas (CO,) zerlegt, dies aber nur unterhalb 37°, indem sie optimal 
bei 22° gedeiht. 


2. Schweinsmagen. Hieraus lieSen sich drei Bakterienstiimme isolieren, 


von denen insbesondere die beiden ersten in groBen Mengen vertreten 


sind, wahrend der Stamm Nr. 3 nur vereinzelt zu finden war. Es diirfte 
auffallen, daB der Stamm Nr. 1, das Gram-positive, sporentragende Stabchen 
identisch ist mit Stamm Nr. 4 aus dem Girsystem des Peptons sic. cum 
sale ,,Siegfried“*-Original. Der Stamm Nr. 2 aus dem Schweinsmagen 
dagegen diirfte identisch sein mit dem Stamm Nr. 1 aus dem Pepton I,, 
der sich, wie eben gesehen wurde, auch im Pankreassaft vorfindet. Der 
Stamm Nr. 3 endlich, ein kraftig sporentragendes Stibchen, ist wohl 
direkt fiir eine Gairung bedeutungslos. 


3. Gelatine. Aus ihr sind zwei bzw. ein einziger Bakterienstamm isoliert 
worden. Er wurde ungefihr zu 1000 Individuen pro Gramm Gelatine 
festgestellt, wahrend der bereits im Pankreassaft beobachtete Hefestamm 
nur schwach vertreten ist. Der Bakterienstamm der Gelatine ist offen- 
sichtlich mit dem Stamm Nr. 4 aus dem Garsystem I, identisch. 


Fassen wir die in dieser Mitteilung gewonnenen Versuchsergebnisse 
zusammen, so kommen wir zu folgenden Feststellungen: 


1. Das Pepton ist als direkte Ursache der Girungserscheinungen 
anzusprechen, sofern es Traiger von Bakterien ist. 

2. Entsprechend einer bereits friiher gemachten Beobachtung 
kommt nur dann ein Pepton als Giarungsursache in Frage, wenn es 
Trager von Bakterien ist, die in traubenzuckerhaltigen Nihrsubstraten 
und im besonderen im Giarsystem Glucose-Pepton-NaHCO, bei 37° 
ein saccharolytisches Ferment zu bilden vermégen. 


3. Diese Bakterien sind bei den verschiedenen Peptonen teilweise 
die gleichen, teilweise in ihren allgemeinen biochemischen Eigen- 
schaften verschieden. 

4. Der Garvorgang bei den verschiedenen Peptongirsystemen ist 
unter sonst gleichen Versuchsbedingungen durch die biochemischen 
Eigenschaften der Peptonbakterien bestimmt. 

5. Die verschiedenen Bakterienstimme der Peptone nehmen an 
den Garungen nicht gleichmaBig Anteil. Es konnten in den Garsystemen 
der verschiedenen Peptone nie alle Bakterienstémme derselben wieder- 
gefunden werden, sondern immer nur einige wenige. Es sind dies vor- 
wiegend solche Stémme mit saccharolytischen Eigenschaften. Daneben 
kommen aber auch solche vor, die iiberhaupt keine oder nur proteo- 
lytische Fermente zeigen. 

6. Das Glucose-Pepton-NaHCO,-System kann dementsprechend 
als selektives Nihrsubstrat angesprochen werden. 

6°. 
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7. Der Garverlauf in den verschiedenen Peptongirsystemen wird 
bestimmt durch das Vorhandensein der genannten Bakterienstimme. 
wobei deren Wachstumserscheinungen in Bouillon die makroskopischen 
Verinderungen der Garsysteme beherrschen. 

8. Nach den Ergebnissen fiir das Pepton sic. cum sale » Siegfried‘ 
entsprechen die im Pepton primar vorhandenen Bakterienstimme 
(Stémme aus den Rohmaterialien) den selektierten Bakterien- 
stimmen, so daB hier — und wahrscheinlich auch bei den anderen 
Peptonsystemen — der Garverlauf vorwiegend durch die biologische 
Herkunft der Peptonkomponenten bestimmt sein diirfte. Die Mehr. 
zahl der anderen in dem Pepton vorgefundenen Bakterienstimme 
diirften spiter (sekundir) in die fertigen Peptone gelangt sein. 
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Uber die Verinderung des Blutzuckergehaltes 
bei durch Blutgifte erzeugter innerer Asphyxie. 


Von 
Kenji Tadenuma. 


(Aus der Universitaétsklinik zu Tokio, Abteilung Prof. Irisawa.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der Folge einer Mobilisierung des Leberglykogens nach 
verschiedenartiger Behandlung auftretende Hyperglykimie ist seit 
langem sichergestellt. Mehrere Autoren beobachteten ein Ansteigen 
des Blutzuckergehaltes nach der Einwirkung von Blutgiften (Leucht- 
gas, Kohlenoxyd usw.) auf die Versuchstiere und schrieben es einer 
inneren Asphyxie zu. Weder konnte indessen in ihren Versuchen 
diese Vermutung bewiesen werden, noch scheint in ihnen die innere 
Asphyxie die einzige Ursache der beobachteten Hyperglykamie gewesen 
zu sein. Zudem waren ihre Blutzuckerbestimmungen unzureichend. 

Nachdem ich bei meinen Arbeiten iiber Geschwulstmetastasen bei 
Hiihnern wiederholt gefunden hatte, daB nach Injektion von salzsaurem 
Phenylhydrazin starke Hyperglykimien auftraten, wihrend Isaak 
und Handrick!) ohne jeden Erfolg eine solche bei Kaninchen experi- 
mentell hervorzurufen versucht hatten (sie fiihrten das negative Er- 
gebnis ihrer Versuche darauf zuriick, daB ihre Tiere ungeeignet waren), 
fiihlte ich mich veranlaBt, diese Frage naher zu untersuchen. 

Zu den Versuchen wurden meistens Kaninchen, aber auch Hiihner 
und Mause verwendet. Es wurden ihnen wechselnde Mengen einer 
lproz. Lésung von salzsaurem Phenylhydrazin in 1l0proz. Alkohol, 
bei einigen Versuchsreihen auch Saponin intravenéds oder subkutan 
injiziert und in regelmaBigen Intervallen Blut entnommen. Der Blut- 
zucker wurde nach der Methode von Bang?) bestimmt. Nur bei Miusen 
muBte anders verfahren werden, da hier die Entnahme eines Tropfens 
Blut eine so starke Verletzung bedeutet, da® durch sie allein bereits 
ein Ansteigen des Zuckergehaltes verursacht wird. Es konnte also 
einem Tiere nur einmal Blut abgenommen werden; daher wurden zu 
jeder Bestimmung neue Tiere verwendet und die jeweiligen Durch- 
schnittswerte verglichen. Es zeigte sich nun, daB die Behandlung 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 109, 1913. 
2) Diese Zeitschr. 50, 1913. 
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mit Phenylhydrazin und mit Saponin auch in relativ groBen Mengen 
(6 bis 10ccm je Kilogramm Kérpergewicht) nur eine minimale, oft 
auch gar keine bemerkbare Hyperglykimie hervorrief, wenn die Tiere 
niichtern oder gar im Hungerzustande waren. Waren sie dagegen 
vorher gefiittert worden, so bewirkte die gleiche Behandlung ein be- 
trichtliches Ansteigen des Blutzuckerspiegels. Dies Verhalten steht 
in auffalligem Gegensatz zu der Wirkung von Adrenalininjektionen, 
die bekanntlich auch bei niichternen und hungrigen Tieren deutliche 
Hyperglykiimien veranlassen. 


Dieser vorlaufige Befund lieB bereits vermuten, daB die hyper- 
glykimische Wirkung der gepriiften Blutgifte unabhingig von dem 
Glykogenvorrat der Leber sei und nur zu der jeweils neu aufgenommenen 
Nahrung in Beziehung gesetzt werden kénne. Die Erklarung wire 
dann in einer unvollsténdigen Verbrennung des Zuckers zu suchen. 


Zur Bestatigung dieser Vermutung dienten mehrere Versuchs- 
reihen. Zunachst wurde die Héhe und Dauer der hyperglykimischen 
Nachwirkung von subkutanen und intravenésen Traubenzucker- 
injektionen gepriift, einmal, nachdem den Tieren eine Stunde vorher 
eine nicht zu geringe Menge Phenylhydrazinchlorid eingespritzt worden 
war, dann zur Kontrolle ohne diese voraufgehende Behandlung. Es 
versteht sich von selbst, daB die Versuchstiere niichtern waren oder 
hungerten, damit jede Nebenwirkung ausgeschlossen war. Hierbei 
zeigte sich nun, daB der Blutzuckerwert in beiden Fallen wenige Minuten 
nach der Zuckerinjektion in gleicher Weise stark erhéht war. Wahrend 
er aber bei den Kontrolltieren schnell zuriickging und schon nach 
etwa einer Stunde den Normalwert fast wieder erreicht hatte, klang er 
bei den mit Phenylhydrazin behandelten Tieren nur ganz langsam ab 
und hielt sich auch bei Beendigung der Versuche noch bedeutend iiber 
dem Normalwert. Hier kann in der Tat nur eine unvollstandige Ver- 
brennung als Grund der bleibenden Hyperglykimie angenommen 
werden. 


Wurde statt der Glucose Adrenalin injiziert, so zeigten sich ent- 
sprechende Verhiltnisse. Bei den Versuchstieren stieg die durch die 
Injektion von 1 ccm einer lprom. Adrenalinlésung bewirkte Hyper- 
glykimie schneller und héher an und klang dann sehr viel langsamer 
ab als bei den Kontrolltieren. 


Das Phenylhydrazin war in verdiinntem Alkohol gelést an- 
gewendet worden. Es war also immerhin daran zu denken, daB der 
Alkohol auch fiir sich allein irgendwelche Einfliisse auf den Blutzucker- 
spiegel ausiibt. Diesbeziigliche Versuche, die mit 10- und 20proz. 
Alkohol vorgenommen wurden, zeigten jedoch, daB eine solche Neben- 
wirkung nicht eintrat. 
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Da es sich demnach zu bestatigen schien, daB die Hyperglykamiec 
unter den beschriebenen Bedingungen nur von der Nahrungszufuhr 
abhingig ist, war es in zweiter Linie wichtig, das Verhalten der Leber, 
d. h. die etwaige Beeinflussung ihrer Glykogenbildungskraft, zu unter- 
suchen. Da hier individuelle Verschiedenheiten eine gréBere Rolle 
spielen, so muBten die Durchschnittswerte von etwas breiteren Spiel- 
raumen verglichen werden. Ich lieB Kaninchen 4 bis 7 Tage lang 
hungern, um den Glykogenvorrat der Leber auf ein Minimum herab- 
zudriicken. Dann wurden den Versuchstieren etwa 15 ccm Phenyl- 
hydrazinlésung injiziert, wihrend die Kontrolltiere unverindert blieben, 
sodann nach einer Stunde beiden Gruppen so viel Traubenzuckerlésung 
(meist 20proz.) injiziert, daB auf das Tier 5 g Zucker entfielen. Einige 
Stunden nach der Zuckerinjektion wurden die Tiere getétet und das 
Glykogen nach der von Emamura modifizierten Pfliigerschen Methode 
bestimmt. Es konnte festgestellt werden, daB die Assimilationskraft 
der Leber unverindert blieb. Nur in einem einzigen Falle zeigte sich 
bei einem Versuchstiere ein etwas geringerer Glykogengehalt, jedoch 
kann dieser Fall sehr wohl als individuelle Anomalie angesehen werden. 

Es blieb nun iibrig, den schliissigen Beweis zu fiihren, daB die 
hyperglykiimische Wirkung der Blutgifte dem Blute selbst zuzu- 
schreiben, mit anderen Worten, daB seine glykolytische Kraft vermindert 
ist. Zu diesem Zwecke wurden Versuchstiere und Kontrolltiere gefiittert 
und den Versuchstieren einige Zeit danach Phenylhydrazin injiziert. 
Hierauf wurden 1 bis 2 Stunden spiiter den Tieren beider Gruppen 
je 10 bis 12 ccm Blut aus der Karotisvene steril abgezapft und in kleinen 
Kélbchen bei 37° im Brutschrank belassen. Der Blutzuckergehalt 
wurde unmittelbar nach der Entnahme sowie nach 6 bis 8 Stunden 
bestimmt. Es zeigte sich in klarer Weise, daB der Zuckergehalt des 
vergifteten Blutes sehr viel langsamer abnahm als der des Normal- 
blutes, daB also die glykolytische Kraft des Blutes durch Phenyl- 
hydrazin stark herabgesetzt wird. 

Auch die iuBere Erscheinung des Blutes war bei allen beschriebenen 
Versuchen nach der Einwirkung der Gifte veriindert. Die Farbe schligt 
wie bei Methamoglobinbildung sofort ins schwiarzliche um, die Zahl 
der roten Blutkérperchen vermindert sich nach wenigen Stunden 
rapide. Diese Wirkung (und entsprechend die Hyperglykimie) ist 
nach der Behandlung mit alkoholischen Lésungen von Phenylhydrazin 
intensiver als mit wiisserigen. Vergleiche tiber den verschiedenen Grad 
der schadigenden Wirkung dieser Lésungen werden spiter auch noch 
bei biologischen Untersuchungen iiber die Erythrocyten (Gasstoff- 
wechsel) angestellt werden. Hingegen wird die Zahl der weifen Blut- 
kérperchen nicht nur nicht vermindert, sondern sogar meistens ver- 
mehrt. 
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Zusammenfassung. 

1. Blutgifte wie Phenylhydrazin und Saponin bewirken Hyper- 
glykimie in nennenswertem Umfange nur nach voraufgehender 
Nahrungsaufnahme; sie beruht demnach nicht auf einer Mobilisierung 
des Leberglykogens. 

2. Die Glykogenbildungskraft der Leber bleibt hierbei unverindert. 

3. Die glykolytische Kraft des Blutes sowie die Zahl der roten 
Blutk6érperchen wird herabgesetzt. Zwischen beiden scheint demnach 
ein funktioneller Zusammenhang zu bestehen. Die innere Asphyxie 
beruht offenbar auf der Schidigung der Erythrocyten. 


Aus den Protokollen. 

Bei der Injektion von Phenylhydrazin zeigt das Tier etwas erhdhte 
Atmungsfrequenz; bleibt aber sonst ganz ruhig; bei Hiihnern ist dies Ver- 
halten noch deutlicher als bei Kaninchen. In der Mehrzahl der Fille zeigten 
die Tiere am niachsten Tag wieder normales Verhalten, nur einige starben 
6 bis 10 Stunden nach der Injektion. 


Injektion von Phenylhydrazin bei niichternen oder hungernden Tieren. 
a) Kaninehen. 


1. Datum: 12. Dezember 1921. Kaninchen, K6rpergewicht 3000 g, 
14,5 cem 1 proz. Phenylhydrazinlésung subkutan injiziert, Blutzuckerwert: 


vor Injektion . . ering Se & 
1% Stunden nach der Injektion . Slee be eT ae 

3 ” ” ” ee a ee ee ° 0,12 ” 

4 ‘si . ne Pm Se Se ER He, 


2. Datum: 15. Dezember 1921. eisai K6rpergewicht 2950 g, 
14 ccm subkutan injiziert, Blutzuckerwert: 


WOR POM ig ce ges cies ah ie 0,12 Proz. 

1 Stunde nach der Injektion . ..... . 90,13 ,, 

3 ” ” ” ” EM es ek . 0,13 99 

+ > ” ” > RE ere a Satara "apes 0,12 ” 
b) Hithner. 


Datum: 12. Dezember 1922. Bei Niichternheit 5 cem subkutan 
injiziert, Blutzuckerwert: 


Setct Mee coco e op ee OE ee ee ere - « 0,11 Proz. 
¥% Stunde nach der Injektion Hee SR a O12 ., 
4 ” ” ” > oe att, eae eee eee 0,14 ry) 


Injektion von Saponin unter denselben Umstdanden. 
1. Kaninchen. Kérpergewicht 3260 g, nach 4 Tagen Hunger bis auf 
2691 g reduziert, dann 6,5 cem einer lproz. wasserigen Saponinlésung 
intravenés injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion ....... ce A ee Pek TOR 
45 Minuten nach der Injektion ...... 0,14 = ,, 
96 ” ” ”” ” eer Seta ee 0,14 ” 


4Stunden ,, _,, ee CONE ABS: ge ee EC be 
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2. Kaninchen. K6rpergewicht 3650 g, nach 4 Tagen Hunger reduziert 
bis auf 2200 g, dann 8,5 cem der 1 proz. Saponinlésung intravenés injiziert, 
Blutzuckerwert: 


vor der Injektion .. . hci 3 te a erm 
\% Stunde nach der Injektion Pete CA ees 
1 He ‘a a re ane « O79": ,, 
2 . pee oa eo ee 
3 2 “e * PP » Oo, 
4 és ee eee 5 


3. Kaninchen. Kdérpergewicht 2300g, bei Niichternheit 4,5 ccm 
Saponinlésung intravenés injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion .. . Coe ee ee @ Oe eee 
1 Stunde nach der Injektion Coie cege S ac ob ae ee cae 
eee on awe 5 Ge ee ae 
an eg is Se ee a Co 


Injektion von Phenylhydrazin nach Fiitterung. 
a) Kaninchen. 


1. Datum: 21. Februar 1922. Kaninchen. Kérpergewicht 2000 g, 
um 10 Uhr gefiittert, 1'/, Stunde spiter 15 ccm Phenylhydrazin subkutan 
injiziert, Blutzuckerwert: 
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2. Datum: 7. Marz 1922. Kaninchen. Kérpergewicht 1700 g, um 10 Uhr 
gefiittert, 1% Stunde nach der Fiitterung 11,3cem subkutan injiziert, 
Blutzuckerwert: 


vor der Injektion .. . reer ares SS 
3 Stunden nach der Injektion Bre gig” ee ae 
5 ” ” ” ” ah ae . 0,19 9° 
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b) Hiihner. 
1. Datum: 4. Dezember 1921. Hiihner von 2500 g, nach der Fiitterung 
7 cem subkutan injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion .. . 6. bt ete ae Pee: 
1 Stunde nach der Injektion iets eis nds OS 
3 $9 ss 5 sf See aig wae ies 
5 fe a vi a Aphirtos surement | genera 


2. Datum: 10. Februar 1922. 2 Stunden nach Fiitterung 10 cem 
subkutan injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion ... ae ese Oe Oe 
45 Minuten nach der Injektion Se eh ae ee, es 
2% Stunden _,, rs a gi ee a ane gM 


3. Datum: 18. Februar 1922, K6rpergewicht 2000 g, 14 cem subkutan 
injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion .. . Rep res Be  e peee 0,15 Proz. 
1 Stunde nach der Injektion Siig gs Oe ain Ge a oe 
2 ” ” starb das 


Huhn. Blutzuckergehalt ae vie gegen |. aaa 


4. Datum: 16. Februar 1922. K6rpergewicht 2980 g, 3 Stunden nach 
der Fiitterung 15 ccm injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion . . Ge et Sa 
1 Stunde nach der Injektion RO aa Rd 
3 ” ‘ es a See eee eee 
ke a ie pes po a a ee ee ee 


5. Datum: 13. Februar 1922. 7 ccm subkutan injiziert, Blutzuckerwert: 
vor der Injektion ... «0» 0,12: Prog. 


nach der Injektion achwankt der ‘Bluteucker- 
gehalt zwischen ...... . 0,16und 0,21 ,, 


c) Mause. 
Vor der Injektion Blutzuckerwert: 0,1, 0,09, 0,107, 0,113, 0,1 Proz. 
Durchsehnitt 0,102 Proz. 
¥, Stunde nach der Injektion 0,19, 0,21, 0,17 Proz. Durehschnitt 
0,19 Proz. 
1 Stunde nach der Injektion 0,16, 0,14, 1,08 Proz. Durehsehnitt 
0,16 Proz. 


Injektion von Saponin nach Fiitterung. 
1. 7,5cem 1 proz. Saponinlésung subkutan injiziert, Blutzuckerwert nach 
der Fiitterung: 


WOP Cer FOIORCION i ee a . « 0,11 Proz. 
1 Stunde nach der Injektion. ......0,1 —,, 
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2. Kaninchen. Kérpergewicht 3000g, nach der Fiitterung 7,5 ccm 
|proz. Saponinlésung subkutan injiziert, Blutzuckerwert: 


vor der Injektion . . ah i tee ep os ioe, 
20 Minuten nach der Injektion . yer ees eae 
3 Stunden ,, es os Sr aareree ee |: Gan 
4 a re re os ia angle Sips ae eS ce 
5 ‘i Re pA ‘a Se es weg ee ee 


Intravenése Injektion von Traubenzucker nach Behandlung mit Phenylhydrazin. 


1. Datum: 15. September 1922. Kaninchen, drei Tage lang hungernd, 
Kérpergewicht 2250 g, 17 ccm Phenylhydrazinlésung subkutan injiziert, 
eine Stunde spater 15 cem einer 20proz. wiisserigen Traubenzuckerlésung 
(angewendeter Zucker unrein, wirklicher Gehalt 65 Proz. Traubenzucker) 
moglichst mit gleicher Geschwindigkeit eingefiihrt. Blutzuckerwert: 
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Kontrollkaninchen. hnsacgoiabih 2200 g g, 3 Tage hungernd, 15 ccm 
20proz.. Traubenzuckerlésung injiziert, ohne vorherige Phenylhydrazin- 
injektion. Blutzuckerwert: 


3 Minuten nach der Injektion ... . . . 0,47 Proz. 
ee eer = Bisel Re as 
12 ° ” ” ” i oe a ee 0,3 ” 
42 eee ” ow Sis ae 

1 Stunde __,, a Or: 


2. Datum: 26. September 1922. Keiibeichet, “Kiirpergewioht 2450 g, 
niichtern 15 cem Phenylhydrazinlésung subkutan injiziert, 5 Stunden spiter 
15cem 20proz. Traubenzuckerlésung zugefiihrt. Blutzuckerwert: 

3 Minuten nach der Injektion .... . . 0,46 Proz. 
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Kontrollkaninchen. K6érpergewicht 2350 g, niichtern 15 cem 20proz. 
Traubenzuckerlésung zugefiibrt. Blutzuckerwert: 


3 Minuten nach der Injektion 


. 0,45 Proz. 


6 99 9° 9° 9° ° 0,41 9° 
12 9° °° ’> 9° © 0,32 9°? 
24 9° 9° ”° e 0,29 9? 

1 Stunde ae vA = < OE +5, 


Subkutane Injektion von Traubenzucker nach Behandlung mit Phenylhydrazin. 


1. Kaninchen. Koérpergewicht 2250 g, niichtern 15 cem Phenylhydrazin- 
losung subkutan injiziert, eine Stunde spiter 10 cem der 20proz. Trauben- 
zuckerlésung zugefiihrt. Blutzuckerwert: 


30 Minuten nach der Injektion . 0,19 Proz. 
1 Stunde ,, ‘“ “ {Onn 3 

- ares cn ss ee cies 
3 29 ” ” ” . 0, 29 ” 
4 ‘ + si a“ Dae sy 


Kontrollkaninchen. K6érpergewicht 2350 g, ohne vorherige Pheny1- 
hydrazininjektion, 10 cem 20proz. Traubenzuckerlésung injiziert. Blut- 


zuckerwert: 
30 Minuten nach der Injektion . 0,13 Proz. 
1 Stunde _e,, os ss Olt 
2 9°? 99 99 99 ad a 0,20 99 
3 ” 99 > 9? e 0,19 99 
4 si te ms re < Cat 


Die Wirkung von Adrenalin nach Behandlung mit Phenylhydrazin. 


a) Kaninchen. Gewicht 2250 g, 15 cem Phenylhydrazin und 11% Stunden 
spater 1 ecem Adrenalin subkutan injiziert. Blutzuckerwert: 


vor der Injektion ‘ . 0,1 Proz. 
¥ Stunde nach der Injektion OHA: 4, 
1 ” ” ” ” . 0,3 2 
2 ” ” ” ” ° 0,31 ” 
3 ” ” ” ” ° 0, 29 ” 
4 ” 9 ” ” 0, 29 ” 


Kontrollkaninchen. Gewicht 2320 g, “e cem po ate subkutan injiziert, 


ohne vorherige Phenylhydrazininjektion. Blutzuckerwert: 
vor der Injektion . 0,1 Proz. 
¥% Stunde nach der Injektion Sa Ean 
1 9? 9° > 9° s 0,16 ° 
2 99 ”° 9°? > ® 0,23 99 
3 9° 99 9° 9° e 0,24 9° 
4 ed ” > ”° e 0,24 9 


Priifung von verdiinntem Alkohol auf hyperglykdmische Wirkung. 
a) Kaninchen. Gewicht 1900 g, 1 Stunde nach der Fiitterung 20 ccm 


10proz. Alkohols subkutan injiziert. Blutzuckerwert: 


vor der Injektion ‘iin . 0,12 Proz. 

40 Minuten nach der Injektion 5 MOE 
2%, Stunden ,, i a Se ee 

4 “a oe ne . O48, 
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b) Kaninchen. Gewicht 3100 g, 1 Stunde nach der Fiitterung 20 ccm 
20proz. Alkohols subkutan injiziert. Blutzuckerwert: 


vor der Injektion .. . ge eee ok ee ee 
1 Stunde nach der Injektion po ree ak te Te say 
2 » oye - Ae etaratvetaed |. yaa 
3 sd a ne oe Sactie ae E s 
5 ”° > > 9? . . . . . . . 0,11 ” 


c) Kaninchen. Gewicht 3350 g, 1 Stunde nach der Fiitterung 15 ccm 
20proz. Alkohols subkutan injiziert. Blutzuckerwert: 


vor der Injektion ........ «a os OE Pros. 
¥, Stunde nach der Injektion ..... . 090,13 ,, 
1 ” ? ” ” et ee es al Se 0,11 ” 
2% » es bs a ESS Ee 
3% ” ” ” ” otek, te tle 0,1 2 


d) Kaninchen. 84 Minuten nach der Fiitterung 20 cem 20proz. Alkohols 
subkutan injiziert. Blutzuckerwert: 


WIE Sate SII ak a aoe Se ete 0,11 Proz. 
4 Stunde nach der Injektion . Se ilipte aes ou ae 
2 Stunden 12 Minuten nach der Injektion . 0,089 ,, 
3% Stunde nach der Injektion. ..... 0,1 ,, 
6 ” ” ” Rk I Se a Ot ee 0,1 ” 


Die Glykogenbildungskraft der Leber ohne und mit Phenylhydrazinbehandlung. 


Vier Kaninchen. Koérpergewicht 2400 bis 2600 g, nach 5 Tagen Hunger 
reduziert bis auf 2200 bis 2300 g. Von diesen vier Kaninchen drei Kaninchen 
je 15 cem der Il proz. alkoholischan Lésung von Phenylhydrazin subkutan, 
1 Stunde danach eine 20proz. Traubenzuckerlésung (Zuckermenge 5 g fiir 
ein “Kaninchen) intravenés injiziert, 6 Stunden spater werden die Tiere 
getétet, dann das Leberglykogen nach der von Hmamura modifizierten 
Pfliigerschen. Methode bestimmt. 


Ein Kontrollkaninchen, kein Phenylhydrazin, nur ‘Traubenzucker- 
losung (Zuckermenge 5 g) intravenés injiziert; 3 Stunden nach der Injektion 
getétet; Leberglykogen bestimmt. 


Glykogengehalt der Leber: 


1.. Vereuchetier. .... ... » 3,453 Prox. 
2. = ohh sig 5 -5iccp eR. os 
3. ra ipa << s.- NGM ap 
* Bonen. 6 oe ee 


b) Vier Kaninchen. Kérpergewicht 2400, 2600, 2100, 2300 g, nach 
5 Tagen Hunger reduziert auf 1900 bis 2300 g. Von diesen vier Kaninchen 
drei Kaninchen je 15 ccm der lproz. alkoholischen Lésung von Phenyl- 
hydrazin subkutan injiziert, 1 Stunde nach der Phenylhydrazininjektion 
15 ecem der 20proz. Traubenzuckerlésung intravendés injiziert; 44 Stunden 
nach der Traubenzuckerinjektion getétet; dann Leberglykogen bestimmt. 

Ein Kontrollkaninchen, kein Phenylhydrazin, lediglich 15 cem der 


20proz. Traubenzuckerlésung intravenés injiziert, 444 Stunden nach der 
Traubenzuckerinjektion getétet, dann Leberglykogen bestimmt. 
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Glykogengehalt der Leber: 


1; Verauchatier 6° 5 es 1,1466 Proz. 
2. BY Vs aN tne Ca <a os 
3. ‘s 6g WE Ake SES Ge 
4, Kontrojitier . .0 603i 43780’, 


c) Vier Kaninchen. Kérpergewicht 2300, 2230, 1750, 1900 g; 7 Tage 


gehungert. Von diesen vier Kaninchen drei Tieren je 15 ccm 1 proz. alko- 


holische Lésung von Phenylhydrazin subkutan injiziert, 1 Stunde nach der 


Injektion 20 ccm der 20proz. Traubenzuckerlésung intravenés eingefiihrt, 
5 Stunden nach der Traubenzuckerlésungsinjektion getétet; dann Leber- 
glykogen bestimmt. 

Ein Kontrollkaninchen. Kein Phenylhyd:azin, nur 20 cem der 20proz. 
Traubenzuckerlésung intravenés zugefiihrt; 1 Stunde nach der Trauben- 
zuckerzufuhr getétet; dann Leberglykogen bestimmt. 


Glykogengehalt der Leber: 


1. Versuchstier. . . .. . . 2,7521 Proz. 
2: Be eek gine a ig $1251 .,, 
3. Bre gh Ook ae Ogg 1.6742 ., 
4, KRontroliier. 0.0. 3° 3. 2,6044 _ ,, 


d) Vier Kaninchen. Kérpergewicht 2600, 2280, 2450, 2300 g; nach 
4 Tagen Hunger reduziert auf 2280, 1780, 1960, 1850 g; drei Kaninchen 
je 20ccm Iproz. alkoholische Phenylhydrazinlésung subkutan injiziert ; 
1 Stunde nach der Phenylhydrazininjektion 20 cem der 20proz. Trauben- 
zuckerlésung intravenés zugefiihrt, 6 Stunden nach der Traubenzucker- 
zufuhr getétet; dann Bestimmung des Leberglykogens. 


Glykogengehalt der Leber: 


T: “Vereen ea 2,0407 Proz. 
2. fe EO EAS 1,9069 _,, 
>. Br aig ca ae 2,0958 _,, 
4. Kontrolltier. 2. 6 io. 2,0403 


Nur in Versuch c) kann man beobachten, daB die Kraft der Leber 
zur Glykogenbildung nach Injektion von Phenylhydrazin etwas schwicher 
ist als normalerweise. In den drei Experimenten a), b), d) ist die Kraft 
zur Glykogenbildung nach Injektion von Phenylhydrazin ebenso stark 
wie ohne diese Injektion. 


Die glykolytische Kraft des Blutes mit und ohne Behandlung mit Phenyl- 
hydrazin. 

Kaninchen. Injektion von Phenylhydrazin; aus den Carotisvenen 
dieser Kaninchen wurde eine bestimmte Menge Blut steril entnommen, 
in einen Kolben gebracht und im Brutschrank bei 37° stehen gelassen. 
Von Zeit zu Zeit bestimmte ich den Blutzuckergehalt; gleichzeitig bestimmte 
ich auch den Blutzuckergehalt des Kontrolltieres, dem kein Phenylhydrazin 
injiziert worden war. 

a) Kaninchen. 2115 g, 15cem alkoholischer Phenylhydrazinlésung 
subkutan injiziert. 1 Stunde nach der Injektion entnahm ich Blut aus den 
Venen und lieB es im Kolben 6 Stunden lang im Brutschrank stehen; dann 
bestimmte ich den Blutzuckergehalt: 

gleich nach der Entnahme ....... 0,115 Proz.| Abnahme 

nach 6 Stunden Stehen im Brutschrank . 0,052 ,, | von 55 Proz. 
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Kontrolle: Kaninchen ohne Injektion von Phenylhydrazin. Ké6rper- 
gewicht 1920 g. Von diesem Kaninchen entnahm ich das Blut aus der 
Carotisvene. Kolben 6 Stunden lang im Brutofen. Blutzucker: 

gleich nach der Entnahme ....... 0,154 Proz.| Abnahme 

nach 6 Stunden Stehen im Brutschrank . 0,033 ,, von 79 Proz. 

Dieser Versuch zeigt deutlich, daB die Glykolyse im Blut eines mit 
Phenylhydrazin behandelten Tieres langsamer vor sich geht als im normalen 
Zustand. 


b) Kaninchen. K6rpergewicht: 2950 g; Injektion von 20 cem alkoholi- 
scher Phenylhydrazinlésung subkutan injiziert; 2 Stunden nach der 
Injektion Blutentnahme, 6 Stunden im Brutofen stehen lassen. Blutzucker: 


gleich nach der Entnahme........ 0,141 Proz.| Abnahme 
nach 6 Stunden Stehen im Brutofen. . . 0,041 ,, von 72 Proz. 


Kontrollkaninchen: kein Phenylhydrazin, Kérpergewicht 2600 g, von 
diesem Kaninehen das Blut aus der Carotisvene entnommen. in einen 
Kolben gebracht, 6 Stunden lang im Brutofen stehen gelassen, dann 
Blutzuckerwert bestimmt: 

gleich nach der Entnahme .. .. . . 0,176 Proz.| Abnahme 

nach 6 Stunden Stehen im Brutofen. . . 0,030 ,, {| von 83 Proz. 


c) Kaninchen. Ké6rpergewicht 2600 g, Injektion von 20 cem Pheny}- 
hydrazin subkutan, 1 Stunde nach der Injektion Blutentnahme; 8% Stunden 
im Brutofen stehen gelassen, dann Blutzucker bestimmt: 


gleich nach der Entnahme ....... 0,152 Proz.) Abnahme 
nach 84% Stunden Stehen im Brutofen . 0,09 __,, von 41 Proz. 
Normalblut: 

gleich nach der Entnahme ....... 0,13 Proz.| Abnahme 
nach 6 Stunden Stehen im Brutofen . . 0,03 _,, von 77 Proz. 


d) Kaninchen. K6rpergewicht 1500 g; Injektion von 15 cem Phenyl- 
hydrazinlésung subkutan, 1 Stunde nach der Injektion Blutentnahme, 
6 Stunden im Brutofen stehen gelassen. Blutzucker: 


gleich nach der Entnahme ....... 0,142 Proz. Abnahme 

nach 6 Stunden Stehen im Brutofen . . 0,58 _,, von 59 Proz. 

Normalblut: 

gleich nach der Entnahme ....... 0,12 Proz. 

nach 6 Stunden Stehen im Brutofen unter BE sy 
genau den gleichen Verhiiltnissen . . . 0,026 ,, ag 


e) Kaninchen. K6rpergewicht 2550 g, Injektion von 20 cem Pheny]- 
hydrazinlédsung subkutan, 14% Stunden nach der Injektion Blutentnahme, 
6% Stunden im Brutofen stehen gelassen; Blutzucker: 


gleich nach der Entnahme ....... 0,175 Proz.| Abnahme 
nach 6 Stunden Stehen im Brutofen . . 0,086 ,, von 51 Proz. 
Normalblut: 

gleich nach der Blutentnahme. .... . 0.13 Proz. | Abnahme 


nach 6 Stunden im Brutofen unter gleichen 
PE 5s ee SE 0,035 ,, 


j von 73 Proz. 
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Ober Peptisation der Aminosiuren 
unter der Einwirkung von Siuren und Alkalien. 


Von 
N. D. Zelinsky und W. S. Ssadikow. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Universitat Moskau.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1923.) 


Nach zurzeit herrschenden Anschauungen bestehen die Eiweib- 
stoffe aus einer langen Kette von verschiedenen Aminosauren, welche 
amidartig miteinander verkniipft sind; eine derartige Polypeptidkette 
wird durch Einwirkung von Sauren und Alkalien in einfachere Komplexe 
zerlegt und schlieBlich bis zu Aminosauren abgebaut, welche als Bau- 
steine des EiweiBmolekiils gelten miissen. Diese Bausteine sind nicht 
sekundar bzw. synthetisch entstanden und diirften gegen hydrolysierende 
Agenzien vollig indifferent sein. Man hat bisher nicht die Frage gestellt, 
ob die Aminosauren selbst, diese Endprodukte der Hydrolyse, unter 
der Einwirkung von hydrolysierenden Agenzien sich verandern kénnen; 
es verstand sich von selbst, daB diese Bausteine einerseits gegen Saiuren 
und Alkalien absolut widerstandsfaihig sind, und da’ andererseits 
Aminosauren bei den Bedingungen der Hydrolyse keine Kondensation 
oder Komplexierung erleiden. Diesem Standpunkte scheinen aber 
einige Tatsachen zu widersprechen. Unter biologischen Verhaltnissen, 
nimlich bei enzymatischen Hydrolysen der Eiweifstoffe im lebenden 
Organismus, sind die Aminosiuren nur unbestandige Zwischenstufen, 
welche zur Bildung von lebendigen Substraten verwendet werden. 
Man muB8 also annehmen, daB hydrolysierende Agenzien auch im um- 
kehrbaren Sinne wirksam sein kénnen, d. h. unter Umstianden konden- 
sierend auf Aminosiuren wirken. 

Die Uberzeugung, da8 Aminosauren sich nicht unter dem Einflu8 
von Sauren verindern kénnen, ist so fest geworden, da man ein Ver- 
fahren zur Abspaltung von Peptiden aus dem EiweiBmolekil aus- 
gearbeitet hatte, welches darin besteht, daB man den EiweiBk6érper 
mit konzentrierten Sauren in der Kalte behandelt und die entstehenden 
Produkte als praformierte Bruchstiicke auffaBt. 

Biochemische Zeitschrift Band 141. 


























98 N. D. Zelinsky u. W. S. Ssadikow: 


Wir haben einige Beobachtungen gemacht, welche mit den geltenden 
Vorstellungen iiber die Indifferenz von Aminosiuren den hydroly- 
sierenden Agenzien gegeniiber nicht iibereinstimmen, und welche da- 
gegen die Méglichkeit der Kondensationen und Komplexierungen von 
Aminosauren bei ,,kalter Hydrolyse’ aufweisen. 


Die Einwirkung von Siuren auf Glycin. 


Lést man 4g Glycin in 200 cem 25proz. H,SO, und JaBt die Lésung 
bei Zimmertemperatur 2 Stunden stehen, nimmt dann 5 cem der Lésung, 
neutralisiert genau und titriert nach der Zugabe von Formol mit n/4 NaH 0, 
so entspricht der Alkaliverbrauch dem Stickstoffgehalt gleich 16,1 Proz., 
anstatt 18,67 Proz. N des Glycins. 

Kocht man die Lésung des Glycins in 25 proz. H, 8O, wahrend 6 Stunden 
und titriert wieder 5cem derselben nach Neutralisation mit Formol, so 
erhilt man 15,4 Proz. N. Nach 18stiindigem Kochen wird Stickstoffgehalt 
gleich 18,85 Proz. 

Der Versuch zeigt, daB beim Lésen des Glycins in kalter 25proz. H, SO, 
ein betrachtlicher Teil von NH,-Gruppen, welche mit Formol titrierbar 
sind, maskiert wird, daB beim Kochen eine weitere Maskierung statt- 
findet, beim andauernden Kochen aber die maskierten Aminogruppen 
wieder erscheinen und die Werte des formoltitrierbaren Stickstoffs normal 
werden. Diese Art von Maskierung der NH,-Gruppen unter dem Einflu’ 
von Saure haben wir als ,,Peptisation’’ bezeichnet und als Vermutung 
ausgesprochen, da dabei mehrere Glycinmolekiile sich in irgend einer Art 
verbinden; dieser Komplex wird durch langeres Kochen aufgespalten. 

Wir fiihren noch eine Anzahl dicen ed Versuche in folgender Tabelle an: 











Angewandte| pee was ae if s Verbrauch Formol | Menge des 
Menge des titrierbarer | maskierten 
Glycins | Versuchsbedingungen njsNa OH Stickstoff | Stickstoffs 
g | ae ce Sak ae Me Proz. oe Proz. 
0,1787 | gelést in Wasser 9,5 18,60 0 
0,1746 | geléstin 25proz. HyS O, u. sofort neutralisiert | 8,5 17,04 | 1,56 
i 
pe in n[l0 HySO, gelést, erwarmt u, neutralisiert | 7 ; J | a 
? j ’ > ? 
| | 
in 25 H2SO, gelést, 1 Stund f d 
“oe . woolen arson wad sootediaiect. | “" ai <i 
0,1449 | in nj4 HCl gelést und sofort neutralisiert | 7,4 17,87 0,73 





Die Versuche zeigen, daB ein einfaches Lésen des Glycins in Sauren 
geniigt, um den Wert des formoltitrierbaren Stickstoffs bis 1,5 Proz. 
herabzudriicken. Beim kurzdauernden Erwirmen wird dieser Wert 
noch mehr erniedrigt. 


Dampft man Glycin mit einer kleinen Menge konzentrierter HCl ab, 
so tritt dieselbe Erscheinung zutage. 
0,2653 g Glycin gaben 12,5 cem n/4 NaHO gleich 16,49 Proz. formol- 
titrierbaren Stickstoffs. 
0,1023 g Glycin gaben nach van Slyke 0,01621 g oder 15,84 Proz. N. 
Beim Abdampfen des Glycins mit Eisessig ist die Abnahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs gegen 3,5 Proz. 
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Peptisation der Aminosiauren. 99 
nden 0,2600 g Glycin gaben 11,20 cem n/4 NaHO oder 15,08 Proz. N. 
roly. Eingehend wurde noch das Verhalten des Glycins gegen konzentriertes 
HCl untersucht. Wir fiihren hier einige Versuche an. 


> da- es : 
10,817 g Glycin wurden in 300 cem HCl (1,19) gelést. 5 cem der Lésung 


yo enthielten nach Kjeldahl 0,1801 g Glycin. 5 cem wurden mit Formol titriert: 
1. Nach dem Lésen des Glycins und sofortiger 
Neutralisation PROG PRY 16,90 Proz. N ; 
Nach van Slyke. .:... 14,3) ,, 55 
sung 2. Nach 48stiindigem Stehen der Lésung bei 
jung, Is? ung. Newteahnestion . ..« 1k. ws IGBS et 
HO, 3. Nach 3stiindigem Kochen. ...... . 18,65 ,, ,, 
TOz., e048 is ra QO ge vgs: tk Diep as Boo hogs 
Nach van Slyke. . . . 14,92 ,,_ ,, 
aden Fiihrt man die Bestimmung nach van Slyke in der Weise aus, daB 
, 80 man die Lésung des Glycins in HCl zuerst neutralisiert, so erhilt man 


halt den Wert 14,31 Proz. N. Wenn man die Bestimmung in saurer Lésung 


vornimmt, so beobachtet man den Wert 18,95 Proz. N. Dampft man 


50, aber die vorher neutralisierte Lésung zur Trockne und lést den Riickstand 

bar im Wasser, so betragt der Stickstoffwert 12,9 Proz. Wir haben es hier also 

_ mit ziemlich eigenartigen Verhaltnissen zu tun. Konzentriertes HCl be- 

— wirkt schon in der Kilte eine Abnahme des formoltitrierbaren Stickstoffs 

mal gegen 3 Proz.; nach van Slyke betragt diese Abnahme sogar gegen 4,5 Proz. 

lub Nach 3stiindigem Kochen mit konzentriertem HCl kommt der gesamte 

ung formoltitrierbare Stickstoff wieder zum Vorschein, dagegen ist Amino- . ae 

Art stickstoff nach van Slyke nur in HCl-saurer Lésung total bestimmbar, ' aoe 
d. h., wenn HCl und HNO, zusammen wirken. Beim Abdampfen von ae 

= neutralisierten Lésungen des Glycins findet vielleicht irgend eine Art der 

a? Kondensation statt (12,9 Proz. N). 


‘= Das weite Auseinandergehen der Werte des Formol-N und van Slyke- 
N 14Bt sich durch die Vermutung erkliren, daB dabei NH-Gruppen 
in derartiger Bindung gebildet werden, daB sie, wie bei Prolin, der 
Formoltitration zugiinglich sind, fiir die van Slykesche Reaktion aber 
untauglich sind. Regeneration des maskierten Stickstoffs bei langerer 
Einwirkung des kochenden HCl kann als eine umkehrbare Kom- 
plexierung eventuell Kondensation von Glycylresten gedeutet werden. 
Ferner haben wir das Verhalten des Glycins gegen Ameisensaiure 
studiert. 
Es wurde eine Lésung des Glycins in 57,86 proz. Ameisensaure bereitet. 





= 5cem derselben enthielten 0,125 g Glycin. Nach sofortiger Neutralisation 
a enthalt die Probe 17,08 Proz. formoltitrierbaren Stickstoff. 
rs Nach 3stiindigem Kochen. . . . . 12,88 Proz. N 
on 6 Ps Fe eee ek oe 36 
Fs og eben Se . es 
ic A + eRe A ee is ae 
- | Starke Ameisensiure bewirkt schon in der Kalte die Maskierung 
r. | von 1,6 Proz. des Formol-N; nach dem Kochen steigt die Peptisation 
|. bis zu 7,2 Proz. des Formol-N. Es ist auffallend, daB hier, im Gegensatz 


zu den Verhiltnissen, die wir bei Mineralsiuren beobachten, beim 
7* 
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langeren Kochen keine Regeneration des formolmaskierten Stickstoffs 
stattfindet. Die durch Einwirkung von Ameisenséiure auf Glycin 


entstehenden Komplexe werden durch Ameisensiiure nicht wieder 


gespalten. Wenn man die Lésung des Glycins in Ameisensaure nach 
24stiindigem Kochen zur Trockne abdampft, so ist der Riickstand 
teilweise in Alkohol léslich, und dieser alkohollésliche Anteil ist mit 
Phosphorwolframsiaure fallbar. 

Das Verhaltnis des Formol-N zu dem Gesamt-N (nach Kjeldahl be- 
stimmt), in Prozenten des formoltitrierbaren Stickstoffs berechnet, andert 


sich mit der Dauer der Ameisensiureeinwirkung auf Glycin in folgender 
Weise: 


Nach sofortiger Neutralisation ...... 93,38 Proz. 
oy MNT MOR geil ara ee cheee Te . 89,50 _,, 
ae fo RATE eee ee wee od 78,33, 
a 2 See ae ate ca ee oy an ye 78,33, 
a 3stiindigem Kochen. ....... 50,35 _—,, 
pe 6 is ba eae ee ee 50,24 ,, 
Sees . fe aig KO a log fated 50,42 ,, 


Nach 12stiindigem Kochen des Glycins mit 50proz. Ameisensiure 
erhalt man: 
mach Soérensen ... « ». + +s. 11,01 Proz. N 


a | Ser ey eae se I 4a: oe 
£6: I ghee a wee eS 1 Se 


Beinahe 8 Proz. N werden in eine mit Formol untitrierbare und nach 
van Slyke unbestimmbare Form iibergefiihrt (Imidstickstoff oder tertiadrer 
Stickstoff). 

Bei Abdampfen des Glycins mit 50proz. Ameisensiéure ist der Stick- 
stoffgehalt des Riickstandes nach Neutralisation: 


eGR DON Ce ee es 14,43 Proz. 
oh OND TIEN aS a ey 13,72: °°; 
i? MA sk as BE RES 5 18,65 ,, 


Auch schwiachere Ameisensiure (11,5- und 1,12proz.) ruft abhnliche 
Erscheinungen der Maskierung von Formolstickstoff hervor, wie folgende 
Tabelle zeigt. 





— sees _ See —— 
.HCOO | 1, ; 
Versachsbedingungsa 11,5 proz. HCOOH 1,12 proz. HCOOH 


mae ath <4 __N-Proz. | N-Proz. 
Obine Bwhewne a 16,78 17,58 
Nach Abdampfen ......... 14,46 15,92 
3stiindiges Kochen ........ 14,46 16,85 
RD ite ae ce weiner ie eat BD 10,70 15,66 
6stiindiges Kochen ........ 14,20 16,85 
MI ii 3s ho oe ok 11,86 15,66 
12stiindiges Kochen. ....... 14,75 18,00 
SRN 9k as aces. 12,71 16,06 





Hierzu ist zu bemerken, da man beim einfachen Abdampfen 
des Glycins mit 11,5proz. Ameisensiure zu denselben Werten gelangt, 
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wie beim 12stiindigen Kochen. Ein nachtrigliches Abdampfen der 
gekochten Lésung erniedrigt die Werte des formoltitrierbaren Stick- 
stoffs bedeutend mehr als ohne vorheriges Kochen. Bei 1,12proz. 
Ameisensaure ist die Abnahme des formoltitrierbaren Stickstoffs unter 
gleichen Verhiltnissen eine geringere, und auBerdem beobachtet man 
bei langerem Kochen (12 Stunden) eine teilweise Regeneration der 
normalen Werte des Formol-N. Wie alle diese Verinderungen zu 
erkliren sind, kann man noch nicht sicher entscheiden. Es handelt 
sich wahrscheinlich um Kondensationen irgendwelcher Art, und wir 
haben diese Erscheinung als Peptisation der Aminosiuren bezeichnet. 

Diese Peptisation kommt zustande auch bei Einwirkung von 
schwicheren Alkalien. Wir fiihren wieder nur einige von zahlreichen 
Versuchen an, welche wir mit Glycin und anderen Aminosiauren 
ausgefiihrt haben. 

1. 6,5344 g Glycin wurden in 2n NaHO gelést und 5ccem der Lésung, 
entsprechend 0,2185 g Glycin, sofort neutralisiert und mit Formol titriert; 
man erhalt 15,06 Proz. N. Nach einstiindigem Kochen: nach Sérensen 
14,74 Proz., nach Kjeldahl 17,04 Proz. N. 

2. 0,2110g Glycin in 10cem n/10 NaHO gelést, sofort neutralisiert 
und mit Formol titriert: 17,25 Proz. N. 

3. 0,5176 g Glycin in 50 cem n/10 Na HO gelést und 2 Stunden erwirmt; 
nach Neutralisation wird mit Formol titriert. Man erhalt nach Sdrensen 
15,82 Proz. N; nach Kjeldahl 16,69 Proz. N. 

Bei sehr kurzdauernder Einwirkung von NaHO erleidet Glycin 
eine Abnahme von formoltitrierbarem Stickstoff, bisweilen bis 3,5 Proz. 
Beim Erwirmen mit n/l10 NaHO entweicht ein Teil des Stickstoffs 
in Form von Ammoniak, und doch bleibt eine Differenz zwischen 
Gesamtstickstoff und formoltitrierbarem Stickstoff tbrig. 

Glycin erleidet also schon in der Kalte eine schnelle und seltsame 
Umgestaltung unter der Einwirkung von Siuren und Alkalien, auch 
wenn sie ziemlich geringe Konzentrationen haben; die Verhiiltnisse 
sind ahnlich denjenigen, denen wir unter biologischen Bedingungen 
begegnen, niimlich bei enzymatischen Spaltungen der EiweiSstoffe. 
Andererseits kénnen’ bei nicht geniigend langer Hydrolyse derselben 
mit kochenden konzentrierten Sauren und besonders bei _,,partieller 
Hydrolyse“ mit kalten konzentrierten Saéuren in den Hydrolysaten 
nicht nur Aminosauren als solche auftreten, sondern auch deren Um- 
wandlungs- bzw. Kondensationsprodukte. Wir haben es mit irgend 
einer Art von Komplexierung zu tun; die Verbindung der einzelnen 
Aminoséuremolekiile ist aber wahrscheinlich keine ausschlieBlich 
peptidartige. 

Ein Peptisationsprodukt des Glycins, welches 11,48 Proz. formol- 
titrierbaren Stickstoff aufwies, wurde mit Alkohol behandelt; man konnte 
dadurch eine alkohollésliche Fraktion abscheiden mit 2,94 Proz. N nach 
Sérensen und 2,13 Proz. N nach van Slyke. 
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Einen solchen Gehalt an Aminostickstoff wiirden wir z. B. im Hepta- 
Glyeyl-Glycin antreffen (2,95 Proz.). Aber es ist bekannt, daB Glycy! 
peptide, nach van Slyke behandelt, den gesamten Stickstoff anzeigen. 
Demnach haben wir in diesem Falle keine peptidartige Bindung der Glycy]- 
reste vor uns. Nach wiederholter Peptisation der im Alkohol unléslichen 
Fraktion bekommt man wieder eine alkohollésliche Fraktion mit 11,78 Proz. 
Formolstickstoff. Durch fraktionierte Kristallisation dieser Substanz ist 
es gelungen, einen K6érper auszuscheiden, welcher in Gegenwart von Formo! 
kein Alkali verbraucht, besitzt also keine freie Amino- und Carboxy]- 
gruppen. Dieser Koérper erwies sich als Glycinanhydrid. 

Vorlaufig 1aBt sich nur die Vermutung aussprechen, daB die Pepti- 
sation der Aminosiuren einen komplizierten Vorgang darstellt, indem 
man vielleicht auBer Peptidbindung zwischen Gruppen COOH und 
NH, der verschiedenen Molekiile der Aminosiure noch eine Methylen- 
verkniipfung annehmen darf. Sie kénnten z. B. folgender Art sein: 
NH,—C H——C H—-N H—C' 0 

_*- | H 
cooHCOoOoH ¢4.NH, 
! 
CH.NH, 
toon 
NH,—_CH-—-CH—NH—CO 
boon ¢o—NH—CH 
OH.NH, 
| 
COOH. 


Durch die Bildung ahnlicher Peptisationsprodukte kann man 
sowohl die Maskierung des Stickstoffs, wie auch die Regeneration 
derselben gut erkliren; ebenfalls auch die Werte des Formol-N bei 
verschiedenen Peptisationsprodukten gut vorausberechnen. 

Bei Methylenverkniipfung miissen zwei Atome Wasserstoff aus- 
treten. Das scheint der Fall zu sein, da Glycin nach dem Lésen in 
NaHO auf Methylenblau reduzierend wirkt (Hasse)}). 


bzw. 


Versuche mit Alanin. 


Entsprechende Verhiltnisse beim Alanin werden durch folgende 
tabeliarische Zusammenstellung illustriert. 

















] Sormoltiteledtieser.. 
Nr. Versuchsbedingungen | Stickstoff “3 Seenepeine 
i aan os) Ee SE anak 
1 0,2660 g i in i Wadeee eet I 14,51 = — 
2 || 0,3141 g in 25,51 proz. H,SO, | 
gelost, 24 Stunden bei 18° . | 7,18 7,33 
3 || 0,2978 g in konzentriertem HCl | 
| gelést, 24 Stunden bei 18° | 10,93 3,58 
4 | 0,2321 g in konzentriertem HCl | 
|  gelést, 2stiindiges Kochen . | 8,44 6,07 


1) Diese Zeitschr. 28, 159. 
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Beim Alanin verliuft die Peptisation schneller und umfangreicher 
als beim Glycin. Bei Einwirkung von H,SO, biibBt Alanin die Halfte 
des formoltitrierbaren Stickstoffs ein. Auch Ameisensiiure, besonders 
beim Abdampfen, bewirkt eine bedeutende Abnahme des Formol- 
stickstoffgehaltes, wie die nachstehende Tabelle zeigt. 


50 proz. Ameisensdure. 





|| Formolstickstoff 





Versuchsbedingungen © | Proz 
Nach sofortiger Neutralisation . . | 9,34 
Nach Abdampfen........ | 7,34 

lstiindiges Kochen | 
Neutralisation ...... | 9,04 
Abdampfen........ i 6,93 

2stiindiges Kochen ! 
Neutralisation ...... | 8,44 
po Pear are 6,93 

3stiindiges Kochen 

Neutralisation ...... 8,30 
Abdampfen........ | 6,20 

if 

6stiindiges Kochen I 
Neutralisation ...... 7,69 
Abdampfen........ 6,03 


Untersucht man die Produkte der Peptisation des Alanins, wie 
sie beim Abdampfen mit Ameisensiure entstehen, so findet man eine 
im Alkohol lésliche Fraktion mit 3,58 Proz. Formol-N, und eine im 
Alkohol unlésliche Fraktion mit 10,34 Proz. Formol-N. 

Nach einem wiederholten Abdampfen der letzten mit Ameisen- 
siure bekommt man einen alkoholischen Auszug des Trockenriickstandes 
mit 8,79 Proz. Formol-N und einen alkoholunléslichen Anteil mit 
9,55 Proz. Formol-N. 

Vielleicht wird es bald gelingen, definierte Verbindungen aus den 
Peptisationsprodukten des Alanins abzuscheiden und die Verkniipfungs- 
formen der einzelnen Molekiile aufzuklaren. 


Versuche mit Asparaginsiure. 


Asparaginsiure als eine Verbindung mit zwei Carboxylgruppen und 
einer Aminogruppe miiBte ohne Formolzusatz teilweise titrierbar sein, da 
nur eine Carboxylgruppe mit NH,-Gruppe innerlich neutralisiert ist. 
Lést man z. B. 0,5400 g Asparaginsiiure in 40 ccm n/4 NaHO und titriert 
mit n/4 HCl zuriick, so beobachtet man einen Verbrauch von n/4 NaHO 
gleich 20,4ccm, was 8,69 Proz. Na entspricht, anstatt 14,84 Proz. Na, 
berechnet fiir C,H,NO,Na. Man bestimmt also auf diese Weise weniger 
an COOH, als theoretisch zu erwarten ist. Fiigt man nun Formol hinzu 


- und titriert wieder, so wird der gesamte Verbrauch an n/4 NaHO gleich 


48,8 ccm, eventuell 20,8 Proz. Na, anstatt 26,0 Proz. Na, berechnet fiir 
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C,H,NO,Na,, oder anstatt 22,10 Proz. Na_ fiir Formylverbindung 
C;H,NO,Na,. Berechnet man aus den Werten des Alkaliverbrauches be; 
Formoltitration den N-Gehalt der Aminogruppe, so erhalt man 18,40 Proz. 
Formol-N, anstatt 10,55 Pros. N der Theorie. Da aber auf zwei COOH 
nur eine NH, vorhanden ist, so mu8 der oben erhaltene Wert halbiert 
sein; man gelangt also zu 9,2 Proz. N statt 10,45 Proz. 

Bei Titration von Glutaminsdure gegen Phenolphthalein wird etwas 
mehr NaHO verbraucht, als sich fiir eine einbasische Siure berechnet. 
Bei Formoltitration verhalt sich Glutaminsaure wie eine nicht ganz zwei. 
basische Siure [vgl. Skola)}. Beim Kochen der Glutaminsiure mit H, SO, 
aindern sich die Aziditaét und Drehung, was durch Bildung von Glutimin. 
siure bedingt ist; es kommt also eine Lactamisation zustande. Formo! 
ruft bei Glutaminséure kaum einen Anstieg der Aziditét hervor, wodurch 
die Lactamformel dieser Sdure bewiesen ist. 

Vielleicht haben wir dhnliche Verhaltnisse auch bei der Asparagin- 
siure. Bei der Einwirkung von Saéuren und Alkalien kommt eine teilweise 
Lactamisation zustande, wodurch die niedrigeren Werte des Formol-N 
und Abnahme der Aziditéit eine gute Erklarung finden. 

D. Ravenna und G. Businelli*) geben an, daB Asparagin bei lingerem 
Kochen sich teilweise in Asparagyl-asparaginsaure: 


NH—CO- CH—CH,—COOH 
HO00C_CH,-¢H_-COOH NH, 


verwandelt. 
Diese Verbindung kann sich vielleicht in Diketopiperazin-diessigsaure 
umwandeln : 
NH—CO—C H—CH,—COOH 


HOOC_-CH,-¢B-CO- H. 

Lést man z. B. 0,4852 g Asparaginsiure in 25proz. H,S0O,, neutra- 
lisiert sofort und titriert mit Formol, so wird der Alkaliverbrauch gleich 
6,6 ccm n/4 NaHO, was 2,38 Proz. N entspricht und auf eine Anhydrid- 
bindung des gréBeren Anteils des Aminostickstoffs hindeutet. 

Wir behalten uns vor, die Produkte der Peptisation verschiedener 
Aminosauren, wie sie unter der Einwirkung von Sauren, Alkalien und 
Enzymen entstehen, naher zu untersuchen und fiir eine neue, von uns 
vermutete Verkniipfungsart, nimlich fiir die Methylenverkniipfungen 
der Aminosauren, welche bei Komplexierung zustande kommen kénnte, 
weitere Beweise zu sammeln. Allerdings scheinen uns die oben an- 
gefiihrten Beobachtungen iiber Peptisation der Aminosiuren wohl 
tiberzeugend genug, um die Aminosiuren nicht mehr als unbedingt 
bestiindige Endprodukte der Hydrolyse zu betrachten. Durch Pepti- 
sation der Aminosiuren im Verlaufe der Hydrolyse kénnen sekundire 
Komplexe gebildet werden, die im EiweiSmolekiil nicht als solche 


praformiert zu sein brauchen. 


1) Chem. Zentralbl. 1920, III, 8. 619. 
*) Gazz. 49, II, 8. 303. 
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Einige Bemerkungen iiber die Triketohydrindenreaktion. 
Von 
W. S. Ssadikow und N. D. Zelinsky. 
(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Universitaét Moskau.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1923.) 


Ruhemann') und spiter Abderhalden®) haben Triketohydrinden als 
ein neues Reagenz fiir Aminosiuren vorgeschlagen, welches beim 
Kochen eine intensive Violettfirbung zeigt. Jedoch hat sich bald 
erwiesen, da8 auBer Aminosiuren noch eine ganze Anzahl von ver- 
schiedenen Substanzen mit Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) ahn- 
liche Farbungen geben; das sind nach Neuberg*) namentlich die Amine, 
Aminoaldehyde (Glucosamin), Aminosulfosiiuren (Taurin) und manche 
anorganische Kérper, auBerdem primire aliphatische Alkohole, ferner 
Aldehyde und Zuckerarten mit freien Aldehyd- und Carbonylgruppen. 

Ruhemann erklart die Pigmentbildung bei der Triketohydrinden- 
reaktion folgendermaBen. Triketohydrinden wird zu einem sekundiren 
Alkohol reduziert: 

0. Po. 
CHK 00 ae CHa CH: OH 
und dieser Alkohol kondensiert sich mit einem Molekiil des Triketo- 
hydrindens unter Bildung von Hydrindantin: 
OH \c.oH—-o-cH SoH 
Noy Zt” Swor 

Die Reaktion verliuft nur in Gegenwart von reduzierenden Aldehyd- 
oder Ketongruppen. Die Farbungen besitzen mehr einen rétlichen 
Stich und unterscheiden sich von der violettblauen Farbe der Pigmente, 
welche bei Anwesenheit von Aminosiuren mit freien Aminogruppen 
sich bilden. Ruhemann nimmt an, daB bei Aminoséuren es sich um 


1) Journ. of the chem. Soc. Transact. 97, 1438, 2025, 1910; 99, 792, 
1911; 101, 780, 1912. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 249, 1912. ‘ 
8) Diese Zeitschr. 56, 500, 1913; 67, 56, 1914. 
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ganz andere Pigmente handelt, nimlich, daB sich beim Erwairmen 
von Triketohydrinden mit Aminosiuren ein murexidartiger Komplex, 
Diketohydrindyliden-diketohydrindamin bilde : 


CO 
\a 
>Ce Hy. 


_ 


Oo 
| 4 hs Tv / 
C, Hy CH.N=C 

© “N\eo% \co’ 


Die Anwendung der Ninhydrinreaktion bei Untersuchung von 
Spaltungsprodukten der EiweiBstoffe ist dadurch erschwert, daB man 
diese beiden Pigmentarten nicht gut genug unterscheiden kann, und 
ferner dadurch, daB man es zumeist mit stark gefirbten Hydrolysaten 
zu tun hat, welche sich nicht entfirben lassen, und die Farbung, welche 
mit Ninhydrin sich bildet, nicht zu unterscheiden erlauben. 

Diese Schwierigkeiten kénnen leicht beseitigt werden, wenn man 
die braun gefarbte Flissigkeit nach 2 bis 3 Minuten langem Kochen 
mit Ninhydrin abkihlt und mit 2ccm Amylalkohol ausschiittelt. 
Amylalkohol wird violett gefirbt bei Gegenwart von Aminosiuren, 
und gelblich gefairbt oder bleibt farblos, wenn aldehyd- oder keton- 
artige Verbindungen zugegen sind. Die oben erwihnten zwei Arten 
von Ninhydrinpigmenten unterscheiden sich in bezug ihres Verhaltens 
gegen Amylalkohol. AuSerdem ist das Pigment, welches von Amino- 
siuren gebildet wird, viel bestiindiger und tritt schneller zutage. 

Nimmt man eine | proz. Lésung des Glycins mit: 1 cem Ninhydrin- 
lésung (0,4g in 100 ccm), so verschwindet die Farbung nicht nach 
15 Minuten langem Kochen: Das Pigment ist gegen 1 proz. Phosphor- 
siure und n/l10 NaHO bestindig; es geht in Amylalkohol iiber. Die 
Farbungen, welche beim Kochen des Ninhydrins mit Glucose ent- 
stehen, sind unbestindig und werden von Amylalkohol nicht auf- 
genommen. 

Glycin und Alanin geben die Farbungen mit Ninhydrin auch ohne 
Erwirmen. Methylalanin dagegen farbt sich in der Kalte nicht, sondern 
nur nach andauerndem Kochen mit Ninhydrin. Die Farbung mit 
Glycin erscheint in der Kalte nach wenigen Minuten, diejenige mit 
Alanin etwa nach 10 Minuten. Diese Farbungen werden beim Auf- 
bewahren zuerst intensiver, dann aber verblassen sie allmahlich und 
schlieBlich verschwinden sie ginzlich. Aber nach dem Aufkochen 
erscheinen sie wieder, beim Aufbewahren verschwinden sie ebenfalls 
und kénnen nochmals durch Kochen hervorgerufen werden. 

Dezinormale Lésungen von Glycin, Alanin und Methylalanin 
wurden in zugeschmolzenen Glischen mit Ninhydrinlésung im Wasser- 
bade erwirmt (4ccm der Aminosiurelésung mit 0,8 ccm 0,2proz. 
Ninhydrinlésung). Glycin und Alanin werden nach 2 bis 3 Minuten 
gefarbt, wahrend heim Methylalanin die Farbung erst nach 214 Stunden 
erscheint. Nach vierstiindigem Erwirmen im kochenden Wasserbade 








werden 
4 Tage 
Methyl 
gedffne 
Kalte 1 
neues | 

Ds 
und Aj 
wart V 
in der 
Die Es 
reaktic 
Imino: 


es ent 
léslich 
Pigme 
aspars 


reagi 
Pigm 


hydri 
wird. 


Ami 
bilde 
dike 
der 





‘men 
plex, 


von 
man 
und 
iten 
che 


nan 
hen 
elt. 
en, 
on- 
ten 
ns 
10- 








Triketohydrindenreaktion. 107 


werden siimtliche Proben bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach 
4 Tagen sind Glycin- und Alaninlésungen ganz farblos geworden, 
Methylalaninlésung schwach gelb gefirbt. Nachdem die Glischen 
gedffnet waren, erschienen die Farbungen nicht wieder, weder in der 
Kalte noch nach dem Kochen; aber sie kommen zustande, wenn man 
neues Triketohydrinden hinzufiigt. 

Das pigmentbildende Kondensationsprodukt zwischen Ninhydrin 
und Aminosiéure wird auch ohne Luftzutritt bald zersetzt. Die Gegen- 
wart von einer Methylgruppe (Methylalanin), welche einen Wasserstoff 
in der Aminogruppe besetzt, wirkt stérend auf die Pigmentbildung. 
Die Ester der Aminosiuren geben beim Erwiirmen positive Ninhydrin- 
reaktion. Auch Ester methylierten Amino-monocarbonséuren und 
Imino-dicarbonsiuren, reagieren mit Ninhydrin z. B. Verbindungen: 


CH, CH,—CH—CO,. C,H, 
H—NH.CH, und NH 
O,.C.H; CH,-0H.CO,. CH, 

es entstehen aber karminrote Pigmente, welche im Amylalkohol un- 


léslich sind. 
Nach dem Verseifen mit konzentriertem HCl erhalt man blaue 


Pigmente, welche im Amylalkohol léslich sind. Der Ester der Methyl-- 


asparaginsaure : ne 
. 


CH,6_v H,—CO, . C,H, 


bo, CH, 


reagiert nicht mit Ninhydrin; nach dem Verseifen liefert es Methyl- 
asparaginsiure, welche mit Ninhydrin ein blaues, amylalkohollésliches 
Pigment gibt. 

Methyl-(1)-amino-(3)-cyclopentancarbonsaure-(3) zeigt mit Nin- 
hydrin eine violette Farbung, welche in Amylalkohol aufgenommen 
wird. 

CH, 

‘H 
H,C/ SCH, 
H,C—<Co6H 

Es ist wahrscheinlich, da8 Triketohydrinden mit verschiedenen 
Aminosiuren eine Reihe von eigenartigen Kondensationsprodukten 
bildet, welche verschieden sind von Ruhemanns Diketohydrindyliden- 
diketohydrindamin. Aminosiuren kénnen mit der CO-Gruppe oder 
der CH.OH-Gruppe des Triketohydrindens durch Vermittlung der 





© CANE ry haa NAA I EN AA RAM DARE AAUMRENE HD 2 


ER CAEP FN AP Ba NI NS NTE el tte MRR ERE MS trie ne nt 
pe gent Petites $e Be) ot : ne peas 


DHE 


























108 W. 8. Ssadikow u. N. D. Zelinsky: Triketohydrindenreaktion. 


NH,- bzw. COOH-Gruppen sich kondensieren, und es bilden sich 
vielleicht esterartige ster Verbindungen, z. B. beim Glycin: 


CO 
c at | o=N—CH,-C00-CHC \O,Hy. 
Oo” 


Sind aber die Carboxylgruppen esteritiziert und anstatt NH,. 
Gruppen NH-Gruppen vorhanden, so entstehen karminrote, amyl. 
alkoholunlésliche Kondensationsprodukte folgender Art: 


sang ee .C;H, 


oY cH . 


CH,. du-.00,-0,8, 

Eine genauere Untersuchung und Differenzierung von Amino- 
siuren-Triketohydrindenpigmenten kann vielleicht von groBem Nutzen 
zur Identifizierung einzelner Aminosauren in den Fallen sein, wo diec- 
selben in ganz geringen Mengen vorhanden sind?). 


1) E. Herzfeld, diese Zeitschr. 59, 249; J. Harding und McLean, Journ. 
of biol. Chem. 24, 503. 
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Uber die Chemie des Pankreas. 


Von 
Ludwig Petschacher (Innsbruck). 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 9. Juli 1923.) 


Als im Jahre 1889 durch v. Mering und Minkowski und, unabhiangig 
von diesen, durch D. Dominicis gezeigt wurde, daB nach Exstirpation 
des Pankreas beim Hunde eine Glykosurie und alle anderen Zeichen 
eines schweren Diabetes melittus auftraten, wurde die Pathologie und 
Therapie des menschlichen Diabetes in neue Bahnen gelenkt. Die 
Entdeckung der genannten Autoren wurde bald von zahlreichen Unter- 
suchern bestiatigt und fihrte zur berechtigten Annahme, daf das 
Pankreas von allen Organen des tierischen Organismus die gréBte 
Bedeutung fiir den Zuckerstoffwechsel haben miisse. 


Minkowski selbst und Hédon konnten zeigen, daB weder die GefaiB- 
und Nervenschadigung, noch der Ausfall der auBeren Sekretion des Pan- 
kreas die auslésenden Faktoren beim Zustandekommen des Pankreas- 
diabetes seien. Hiermit war schon damals der Beweis erbracht, daB dieser 
Zustand auf den Mangel eines im Pankreas enthaltenen Inkretes zuriick- 
zufiihren sei. Diese Ansicht fand ihre Bestaétigung durch weitere Trans- 
plantationsversuche Minkowskis, Hédons u. a., sowie durch den inter- 
essanten Versuch Hédons, bei welchem er die Karotiden eines diabetischen 
und eines normalen Hundes in Verbindung brachte, und den Parabiose- 
versuch von Forschbach, welche zeigten, daB es gelingen kénne, die Glykosurie 
des pankreasektomierten Tieres durch Zuflu8 von Blut des gesunden 
zum Schwinden zu bringen. Erst spaéter wurde insbesondere durch Laguesse 
die Aufmerksamkeit auf den Ort der Entstehung dieses Inkretes gelenkt 
und fiihrte zu der heute wohl allgemein anerkannten Ansicht, daB die 
Langerhansschen Inseln die Bildungsstitte desselben seien. Die Unter- 
suchung des Mechanismus der Wirkung desselben fiihrte sodann zur Auf- 
stellung mannigfaltiger Theorien, auf welche jedoch hier vorlaufig nicht 
eingegangen werden soll. 

Seit der Kenntnis aller dieser Tatsachen war das Streben aller Forscher 
darauf gerichtet, die wirksame Substanz der Langerhansschen Inseln als 
chemisch einheitlichen Kérper zu isolieren, in der Hoffnung, da8 es mit 
dessen Hilfe gelingen wiirde, den Zuckerstoffwechsel experimentell zu 
beeinflussen und insbesondere den Diabetes beim Menschen wirksam zu 
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bekimpfen. COapparelli, Battistini, Zuelzer sahen Erfolge nach subkutaner 
Injektion von Extrakten desselben beim pankreaslosen Tiere und _ bein 
menschlichen Diabetes. Dagegen waren analoge Versuche von Hédon, 
Gley, Lépine, Forschbach u. a. resultatlos. Leschke injizierte Extrakt von 
frischem Pankreas beim Menschen und bei Tieren und beobachtete sogar 
eine Steigerung der Zuckerausscheidung. 


E. L. Scott stellte zwei Extrakte aus Pankreas her: 1. ein alkoholischer 
Extrakt wurde in folgender, Weise bereitet. Frische Pankreas wurden unter 
Zusatz von Sand und 40proz. Alkohol verrieben, ausgepreBt und der Pret). 
saft mit so viel absolutem Alkohol versetzt, daB das Gemisch 85 Proz. 
Alkohol enthielt. Sodann wurde durch 3 x 24 Stunden bei 35 bis 40° ( 
extrahiert, filtriert und das Filtrat bei 50mm Hg-Vakuum im Kohlen-. 
dioxydstrom zur Trockne eingedampft. Die Masse wurde mit Ather ex- 
trahiert, sodann in 95proz. Alkohol gelést und mit Wasser so weit verdiinnt, 
da8 10cem der Lésung 1g Driise entsprachen. Fiir den Gebrauch wurde 
jeweilig abgedampft und in 0,85proz. Kochsalzlésung gelést. 2. Den 
wiasserigen Extrakt stellte Scott in folgender Weise her: Frische Pankreas 
wurden in derselben Weise wie vorher zuerst mit Alkohol extrahiert und 
der Riickstand im Vakuum getrocknet, sodann bei 38°C mit absolutem 
Alkohol nochmals extrahiert und nun mit Wasser durch 1 Stunde 20 Minuten 
gekocht. Der so erhaltene wasserige Extrakt wurde mit etwas Essigsiure 
angesauert, filtriert, eingedampft und fiir die Aufbewahrung mit Alkoho! 
iiberschichtet. Scott wendete die beiden Extrakte bei pankreasektomierten 
Tieren an, er erzielte jedoch nur mit dem zweiten wisserigen ein Zuriick- 
gehen der Glykosurie. Nach seiner Meinung handelt es sich jedoch dabei 
um eine toxische Wirkung, welche auch mit gleichartigen Extrakten aus 
anderen Organen erreicht werden kénne. 


Allen sah nach parenteraler Zufuhr von Pankreasextrakten keinen 
Effekt und bezeichnete dieselben sogar als gefahrlich. 


Murlin und Kramer sfellten einen Extrakt mit Ringerscher Lésung 
her, welcher mit Salzsiure angesiuert, gekocht, sodann mit Soda neutra- 
lisiert und filtriert worden war. Derselbe zeitigte jedoch keinen Effekt 
auf den Blutzucker. Besser waren die Resultate, wenn auBer Pankreas 
auch Duodenalschleimhaut mit verarbeitet wurde. Sie fanden dann jedoch, 
da8 auch Ringerlésung allein, ja sogar Sodalésung imstande sei, die Gly- 
kosurie herabzusetzen. Salzsiure dagegen erhéhte dieselbe, und so kamen 
die genannten Autoren zum Ergebnis, daB Soda, sei es oral oder intra- 
venés zugefiihrt, das wirksame Prinzip ihres Extraktes bildete. Diese 
Ansicht steht in guter Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von 
Elias iiber Saurediabetes und von Underhill, Murlin und Sweet, Murlin 
und Craver, welche auf die Bedeutung des Sauren-Basengleichgewichtes 
hingewiesen haben. 


Kleiner stellte eine Emulsion aus frischem Hundepankreas in der 
Weise her, da8B er dieselben mit der drei- bis vierfachen Menge destillierten 
Wassers durch 20 Stunden im Eiskasten extrahierte, dann ausdriickte und 
durch Tiicher seihte. Vor der Injektion wurde diese Emulsion mit der 
fiinffachen Menge 0,9proz. Kochsalzlésung verdiinnt. Sie reagierte schwach 
sauer oder neutral, hatte Rosafarbe und war fast klar. Injektionen von 
60 bis 120ccem dieser Fliissigkeit vermochten den Blutzucker bis auf 
0,02 Proz. herabzudriicken, Kontrollversuche mit Emulsionen aus anderen 
Organen und mit Ringerscher Lésung allein zeigten diese Wirkung nicht. 
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Auch Paulesco konnte vor nicht langer Zeit einen Extrakt herstellen, 
mit welchem es ihm gelang, den Blutzucker zu erniedrigen. 

In jiingster Zeit haben amerikanische Forscher neuerlich die Auf- 
merksamkeit auf das vorliegende Problem gelenkt und sind zu bemerkens- 
werten Resultaten gekommen. Banting und Best gingen von der Annahme 
aus, daB die wirksame Substanz der Langerhansschen Inseln durch die 
im Pankreas enthaltenen Fermente bei der Verarbeitung des Organs 
zum Teil oder ganz vernichtet wiirde. Um dies zu vermeiden, unterbanden 
sie bei Hunden die Ausfiithrungsgainge des Pankreas. Die spitere Unter- 
suchung ergab eine Degeneration des ganzen Pankreasgewebes mit Aus- 
nahme der Langerhansschen Inseln, eine Tatsache, welche tibrigens schon 
durch die Versuche von Laguesse und Gontier de la Roche bekannt war. 
Die Pankreas dieser Tiere wurden nun in der Kialte mit Ringerlésung 
extrahiert und der Extrakt intravenés injiziert. Es zeigte sich nun eine 
deutliche Senkung des Blutzuckerspiegels bei pankreaslosen Tieren. und 
Zuriickgehen der Glykosurie derselben. Ahnliche Erfolge hatten diese 
Forscher auch, wenn sie die Extrakte aus Pankreas von 5 Monate alten 
Rinderféten, bei welchen die Fermente noch nicht oder nur in geringem 
MaBe vorhanden sind, herstellten. SchlieBlich jedoch gelang es ihnen, 
denselben Effekt mit Extrakten von normalen Pankreas erwachsener 
Tiere hervorzubringen. 

Collip teilte sodann ein Verfahren mit, mit Hilfe dessen es gelingt, 
einen wirksamen Extrakt zu erhalten: Gleiche Mengen von frischem 
Pankreas und 95proz. Alkohol bleiben mehrere Stunden stehen, waihrend 
welcher die Mischung 6fter aufgeschiittelt wird. Sodann wird koliert und 
die Fliissigkeit mit der doppelten Menge 95proz. Alkohols versetzt, wodurch 
es zur Ausfaillung des EiweiBes kommt. Nun wird abermals filtriert und die 
Fliissigkeit im Vakuum bei 18 bis 30°C eingedampft. Der Riickstand 
wird zweimal mit Ather extrahigrt und weiter im Vakuum eingedampft, 
bis man eine konsistente Paste erhalt. Diese wird mit 80proz. Alkohol 
aufgenommen und zentrifugiert. 

Es bilden sich dann vier Schichten. Die oberste klare enthalt die 
wirksame Substanz, die zweite EiweiBkérper, die dritte eine gesittigte 
Salzlésung, die unterste Kristalle. Die oberste Schicht wird abpipettiert, 
mit mehreren Volumteilen 95proz. Alkohols oder besser absoluten Alkohols 
versetzt, wobei eine Fallung entsteht. Der Niederschlag wird abfiltriert 


’ und in Wasser zu einer entsprechenden Konzentration gelést, durch Berke- 


feldfilter gereinigt und auf Sterilitét gepriift. Diese Substanz hat, wie 
Banting, Best, Collip, Macleod und Noble in zahlreichen Experimenten 
zeigen konnten, folgende Wirkung beim Kaninchen: 4 bis 5 cem subkutan 


eingespritzt, erzeugen innerhalb 1 bis 4 Stunden einen Abfall des Blut- 


zuckerspiegels bis auf 0,045 Proz., die Tiere werden e regt, 4uBern Hunger 
und Durst, bekommen Krampte und verfallen in einen komatésen Zustand, 
welcher zum Tode fiihren kann. Dieser Zustand kann durch intravendse 
Injektion von 20proz. Traubenzuckerlésung behoben werden. Die Substanz, 
von den genannten Autoren Insulin genannt, auBert ihre Wirkung auch 
beim experimentellen Diabetes nach Pankreasektomie beim Zuckerstich, 
bei der Glykosurie nach Adrenalininjektion, Athernarkose und Kohlen- 
siureasphyxie. Wurde das Insulin vorher injiziert, so blieb die Hyper- 
glykimie bzw. Glykosurie aus. 

Das Insulin zeigt nach Best und Macleod folgende Reaktionen: Es 
gibt positive Biuretreaktion, positive Xanthoproteinprobe und positive 
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Hopkins-Colesche Reaktion. Die Spuren von Eiwei8 sind nach der Ansicht 


der Autoren eine Verunreinigung. Schwaches Erhitzen, besonders bei einer 


pu von 5 bis 6, schadet nicht, hingegen wird die Substanz beim Kochen 
derselben durch linger als 3 Minuten zerstért. Schwache Alkaleszenz 
schadet nicht. Bei saurer Reaktion wird die Substanz von Kaolin und 
Tierkohle adsorbiert. Durch Kollodium ist dieselbe nicht durchgingig, ihre 
Wirksamkeit nimmt jedoch durch Dialyse ab. Auch Passage durch Berke. 
feldfilter setzt ihre Wirksamkeit herab. Proteolytische Fermente sind nach 
der Methode von Sérensen nicht nachweisbar. 

Collip konnte, ausgehend von der Annahme, da in allen Organismen, 
in welchen sich Glykogen vorfindet, auch Insulin sich nachweisen lassen 
miisse, tatsichlich auch aus einer Muschel, Mya arenaria, Insulin dar- 
stellen, welches die gleiche Wirksamkeit besitzt. 


Nach McCormick, Macleod, O’ Brien und Noble ist der Abfall des Blut- 
zuckers nach Insulin ganz typisch, gleichgiiltig, welche Nahrung vorher 
gegeben wurde. Die Tiefe des Abfalls ist abhingig von der Menge des ver- 
abreichten Insulins, ist jedoch bei verschiedenen Tieren eine andere. Die 
Erscheinung beruht nicht auf Glykolyse, da der Versuch in vitro negativ 
ausfallt, aber auch nicht auf Polymerisation, da der Blutzucker an sich die 
gleiche Reduktionskraft wie vorher besitzt. Sie nehmen an, daB nach In- 
jektion der Substanz auf irgend eine Weise in den Geweben ein Zucker- 
vakuum entstehe, welches den Blutzucker anziehe, ohne daS Muskeln 
und Leber mit der Zuckerproduktion nachkommen. Da eine Glykogen- 
zunahme in der Leber von diabetischen Tieren, welche mit Insulin behandelt 
worden waren, vorzufinden sei, handle es sich vielleicht um eine Polymeri- 
sation des Zuckers in den Zellen oder um eine erhéhte Verbrennung, viel- 
leicht auch, wie beim Winterschlaf, um Umwandlung von Kohlenhydraten 
in Fette. 

Banting, Best, Doffin und Gilchrist haben 60 nach verschiedener Her- 
stellungsart gewonnene Praparate von Insulin gepriift und konnten groBe 
Verschiedenheiten in der Wirksamkeit derselben nachweisen. Nach Collip 
erzeugen manche Praparate nicht nur keine Hypoglykamie, sondern sogar 
eine Hyperglykimie. Manchmal tritt die Hypoglykamie erst nach 1 bis 
4 Tagen auf. Er glaubt, da8 es sich um einen komplizierten Vorgang handle, 
vielleicht um eine Aktivierung des Insulins durch einen anderen Kérper 
der Muttersubstanz. Spiaterer Eintritt der Hypoglykamie ist vielleicht 
so zu erklaren, daB die Aktivierung erst im Organismus selbst zustande 
komme. 

Macleod berichtet iiber seine Beobachtungen bei Verabreichung des 
Insulins an Diabetiker. Wegen der Gefahr etwa auftretender Krampfe 
gab er vorher Traubenzuckerinjektionen. Die Wirkung des Insulins dauerte 
nur einige Stunden an. Es hatte jedoch guten Einflu8 auf Kérpergewicht 
und Allgemeinzustand, insbesondere bei den jugendlichen Formen, sowie 
bei drohendem Koma. Banting, Campbell und Fletcher behandelten 50 Dia- 
betiker mit Insulin. Sie beobachteten Aufhéren der Glykosurie und Keton- 
urie, Senkung des Blutzuckerspiegels, Riickkehr der Alkalireserve und 
Kohlenséurespannung des Blutes zu normalen Werten, Ansteigen des 
respiratorischen Quotienten und Besserung des Allgemeinbefindens. Gegen 
bedrohliche Hypoglykamie empfehlen sie Verabreichung von Kohlenhydraten 
und Suprarenininjektionen. Hepburn und Latchford untersuchten die 
Wirkung des Insulins bei der Durchspiilung des iiberlebenden Herzens 
mit glucosehaltiger Lockescher Fliissigkeit. Sie bestimmten diejenige 
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Menge Zucker, welche pro 1 g Herz in der Stunde aus der Spiilfliissigkeit 
verschwindet, und den Glykogengehalt des Herzens vor und nach Zusatz 
von Insulin. Wahrend ohne Insulinzusatz 0,87 mg Dextrose pro 1 g Herz 
und Stunde verschwinden, erhéht sich die entsprechende Abnahme nach 
Insulinzusatz auf 3,06mg. Der Glykogengehalt des Herzmuskels andert 
sich nicht. Sie schlieBen daraus, daB der Zucker nicht in Glykogen ver- 
wandelt wird, sondern in kleinere Molekiile zersplittert oder oxydiert wird. 
Collip versucht eine Erklarung der nach Insulin auftretenden Konvulsionen 
zu geben. Es kommt vielleicht durch Herabdriicken des Blutzuckerspiegels 
zu einer Oxydation der Glucose in den Geweben. Es miissen dann Keton- 
kérper gebildet werden, und das Tier miiSte Zeichen von Azidose bieten, 
Tatsachlich fand er bei einem Blutzuckerspiegel von 0,045 Proz. eine Ver- 
mehrung der Acetonkérper und eine Senkung des Kohlensiurebindungs- 
vermogens. 

Winter und Smith weisen darauf hin, daB der Blutzucker bei gleicher 
Kristallform und gleichem Reduktionsvermégen eine niedrigere spezifische 
Drehung als die «- und §-Glykose zeige. Auch nach Aufnahme von 
Traubenzucker und Fruchtzucker findet sich im Blute immer y-Glykose. 
Dem Diabetiker fehlt die Fahigkeit der Umwandlung von «- und 8-Glykose 
in y-Glykose. Insulin erniedrigt bei 37° C die optische Drehung von Glucose 
und Fructose. Es handelt sich also hier vielleicht um eine Substanz, welche 
die Umwandlung der «- und 8-Glucose in 7-Glykose vermittle. 


Doisy, Somogyi und Shaffer haben die Darstellungsmethode des Insulins 
in folgender Weise modifiziert: Zu 1 kg fein zerriebenem Pankreas werden 
40cem n/10 H,SO, oder 40 ccm konzentrierte HCl, 1200cem 95proz, 
Alkohol und 300 cem destillierten Wassers zugesetzt. Die Mischung bleibt 
4 bis 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen und wird 6fter umgeriihrt, 
dann durch ein Tuch abgepreBt, nochmals mit 60proz. Alkohol bei Zimmer- 
temperatur extrahiert, abgepreBt und die Fliissigkeiten vereinigt. Der 
triibe Extrakt wird nun mit Natronlauge bis zur schwachsauren Reaktion 
versetzt, filtriert und im Vakuum bei 20 bis 30°C so lange abgedampft, 
bis der Alkohol verschwunden ist. Die so erhaltene Fliissigkeit kommt in 
einen Scheidetrichter, wird mit Salz- oder Schwefelsiure schwach ange- 
sdiuert, auf je 100 ccm Fliissigkeit mit 40 g Ammonsulfat versetzt und gut 
durchgeschiittelt. Nach einigen Stunden setzt sich an der Oberfliche 
eine Triibung ab, die Fliissigkeit darunter wird abgelassen, die dariiber 
stehende triibe Fliissigkeit filtriert, der Niederschlag getrocknet und mit 
75proz. Alkohol (15 ccm fiir jedes Kilogramm Pankreas) versetzt. Die 
Mischung wird zentrifugiert, abpipettiert und mit der acht- bis zehnfachen 
Menge 95proz. oder absoluten Alkohols versetzt, sodann auf eine Wasser- 
stoffzahl von p,, 5 bis 6 gebracht, einige Stunden stehen gelassen und filtriert. 
Der Niederschlag wird unter Zusatz von etwas Alkali oder Séure in Wasser 
gelést und durch wiederholtes Fallen mit Ammonsulfat und Alkohol ge- 
reinigt. Man erhalt so ein weiBes Pulver, das folgende Eigenschaften besitzt: 
Es enthalt ungefaihr 14 Proz. N, keinen Phosphor, gibt deutliche Biuret-, 
schwache Glyoxylsiure-, Schwefelsiure- (Hopkins-Cole) und zweifelhafte 
Millonsche Reaktion. Die Lésungen sind schwach linksdrehend. Die Ak- 
tivitat halt sich bei Kochen in n/10 HCl durch 5 Minuten. Es ist léslich in 
Wasser auBer bei py 5 bis 6, bei der es ausfallt. Aus wasserigen Losungen 
wird es bei Halbsittigung mit Ammonsulfat gefallt. Es scheint sich um 
eine Albumose oder ein Globulin zu handeln, méglicherweise enthilt es 
die aktive Substanz nur als Beimischung. Die Wirkungen des so bereiteten 
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Insulins sind nahezu dieselben wie diejenigen des nach Collip hergestellten. 
wenn auch die Identitaét der Substanzen selbst nicht festgestellt ist. 


Auch Clough, Stokes, Gibbs, Stone und Murlin haben nach einer eigenen 
Methode antidiabetische Extrakte aus Pankreas hergestellt und konnten 
die meisten Symptome nach Pankreasektomie giinstig beeinflussen. Es 
trat Herabsetzung des Blutzuckers und Aufhéren der Glykosurie nach 
zwei bis drei Injektionen ein, der Respirationsquotient wurde héher. Sic 
nannten ihr Praparat Glykopyron. Diese antidiabetische Substanz ist nach 
Clyde, Sutter, Gibbs, John und Murlin auch nach Einfiihrung mit der 
Duodenalsonde in das Duodenum wirksam. Fiir die Einnahme per os 
empfehlen Sie mit Salol bedeckte Tierkohletabletten, welche die Substanz 
enthalten, oder gleichzeitige Einnahme von Alkalien. Nach der Ansicht von 
Murlin, Kramer und Sweet handelt es sich um einen Kérper, welcher dic 
Glykoseassimilation beim diabetischen Tiere wieder herstellt. 


Es scheint uns in diesem Zusammenhange wichtig, auch auf andere 
Mittel hinzuweisen, welche eine Erniedrigung des Blutzuckers herbeizu- 
fiihren vermégen. Mering und Minkowski konnten nach Injektion von 
Phlorrhizin eine Glykosurie beobachten, welche haufig von Hypoglykimie 
begleitet war. Und Hédon und Lépine sahen die Blutzucker erniedrigende 
Wirkung des Phlorrhizins auch an pankreasektomierten Tieren. Die ge- 
nannten Autoren nahmen an, daB das Phlorrhizin die Zuckerdurchlassigkeit 
der Niere erhéhe. Auch Phosphor, besonders in Verbindung mit Phlorrhizin, 
wirkt nach Frank und Isaac erniedrigend auf den Blutzuckerspiegel. 
Underhill beobachtete nach Injektion von Hydrazinsulfat bei gleichzeitige r 
Zufuhr von Traubenzucker und bei pankreasektomierten Tieren eine Senkung 
des Blutzuckers. Uber die Wirkung der Injektion von Alkalien berichten 
Underhill und McDonell und Underhill. Nach Murlin und Kramer und 
Kramer und Marker sind Alkalien jedoch ohne Einflu8 auf den Blutzucker 
bei normalen Tieren. Underhill konnte sodann zeigen, daB bei langsamer 
prolongierter intravenéser Zufuhr von groBen Gaben Soda es dennoch 
gelinge, auch beim normalen Tiere eine Hypoglykiimie zu erzeugen. Macleod 
und Fulk, welche die Wirkung der Alkalien bestitigen konnten, brachten 
diese Tatsache in Zusammenhang mit der Wichtigkeit des Sauren-Basen- 
gleichgewichts fiir den intermediiren Zuckerstoffwechsel iiberhaupt. Nach 
Leberexstirpation beobachteten Macleod und Pearce Hypoglykimie. Wie 
Mann und Magath zeigen konnten, kommt es dabei zu Schwiichezustinden 
und zu Koma, welche durch Zufuhr von Glucose, Galaktose oder Maltose 
hintangehalten werden kénnen. Hypoglykimie tritt ferner auf im Gefolge 
einer alimentaren Glykosurie (Folin und Bergl und MacLean, Wesselow) 
und von Adrenalinglykosurie (Vosburg und Richards) und nach der Hyper- 
glykamie infolge von Glucoseinjektionen (Bang). 


Es ist nicht beabsichtigt, hier auf den Mechanismus einzugehen, welcher 
bei der Anwendung aller dieser Mittel die Hypoglykimie herbeifiihrt. 
Wir wissen, daB die Vorginge, welche zu einer Anderung des Blutzucker- 
spiegels fiihren, bei weitem noch nicht gekiart sind. Drei Faktoren sind es 
vor allem, welche hierfiir in Betracht kommen und welche wohl meistens 
gleichzeitig den intermediiren Zuckerstoffwechsel beeinflussen. Es sind 
dies die Zuckerabgabe in das Blut, der Zuckerverbrauch im Organismus 
und die Durchgingigkeit der Nieren fiir den Zucker. Stérungen auch nur 
auf einem dieser Gebiete werden selbstverstandlich zu einer Anderung des 
Blutzuckerspiegels fiihren und die Mittel, welche eine Hypoglykimie 
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herbeifiihren, werden in analoger Weise derart wirken, da®8 sie einen der 
drei Faktoren oder auch mehrere beeinflussen. 

Bei der Therapie des menschlichen Diabetes haben die zuletzt ange- 
fiihrten Mittel wenig Erfolg gezeitigt, wenn wir etwa von der Wirkung 
der Alkalien absehen wollen, welche freilich, oft von ganz anderen Gesichts- 
punkten aus, schon seit langer Zeit insbesondere in Form der Karlsbader Kur 
eine Rolle bei der Behandlung der Zuckerkrankheit gespielt haben (aus- 
fiihrliche Literatur bei v. Noorden). Die iibrigen Mittel kommen wegen 
ihrer toxischen, ja meist deletiiren Wirkung tiberhaupt nicht in Betracht. 
Die Therapie mit Hilfe von Organextrakten hat bis in die letzte Zeit keine 
Erfolge aufweisen kénnen, erst die letzten Verdffentlichungen der ameri- 
kanischen Gelehrten iiber die Anwendung des Insulins beim Diabetes lassen 
uns Hoffnung schépfen, daB vielleicht doch von dieser Seite noch etwas 
zu erwarten seél. 
Noch vor dem Bekanntwerden der Erfolge der amerikanischen 
Forscher mit Insulin sind wir der Frage naher getreten, ob es nicht 
vielleicht doch méglich sei, unter gewissen Bedingungen die wirksame 
Substanz des Pankreasinkretes aufzufinden. Zu diesem Zwecke erschien 
es uns wichtig, die gesamte Chemie des Pankreas zu erforschen. Wir 
wihlten dabei einen Weg, auf welchem es gelingen kénnte, alle im 
Pankreas befindlichen Substanzen voneinander zu isolieren, zu unter- 
suchen und sodann am Tierexperiment ihre Wirkung zu erforschen. 
Nach mannigfaltigen Vorversuchen erschien uns die im folgenden 
geschilderte Methode hierfiir die geeignetste. 

Wir wihlten fiir die Verarbeitung Pankreas von Pferden, da die- 
selben leicht zu beschaffen waren und wenig Fett aufwiesen. 2 kg 
frische Pferdepankreas wurden mechanisch von Fett befreit, fein gehackt, 
mit 3 Litern 96proz. Alkohols versetzt und unter zeitweiligem Umriihren 
24 Stunden im Eiskasten stehen gelassen. Sodann wurde koliert. 
Der Riickstand wurde noch zweimal in der gleichen Weise behandelt 
und schlieBlich mit 11% Litern 96proz. Alkohols durch 2 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht und wieder koliert. Die Extrakte wurden 
vereinigt und im Vakuum bei 20mm Hg eingeengt, bis der Alkohol 
vertrieben war. Die extrahierten Organe wurden nun mit 2 Liter 
Wasser durch 3 Stunden gekocht, koliert und der wisserige Extrakt 
mit dem anderen vereinigt. Die Organriickstinde wurden sodann 
verworfen, der Extrakt, eine braunliche, triibe Fliissigkeit, durch 
Faltenfilter filtriert. Hierbei erwies es sich als notwendig, die Falten- 
filter haufig zu wechseln, da sich die Poren sehr bald verlegten. Es 
gelang so, eine klare, braune Fliissigkeit zu erhalten, welche durch 
Ausschiitteln mit Petrolither von etwa noch darin enthaltenem Fett 
befreit wurde. Der Extrakt wurde sodann im Vakuum bei 20 mm Hg 
auf etwa 1, Liter eingeengt, nach dem Abkihlen mit 96proz. Alkohol 
aufgenommen und so lange mit 96proz. Alkohol versetzt, als noch eine 
Fallung zu erzielen war. Hierzu waren ungefihr 3 Liter Alkohol notig. 
g* 
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Nach 24stiindigem Stehen setzte sich am Boden ein ziher, teigige1 
Niederschlag ab. Die dariiber stehende alkoholische Lésung wurdc 
dekantiert und der Riickstand noch mit Alkohol ausgeholt. Der teigige 
Niederschlag erwies sich als léslich im Wasser und gab starke Biuret- 
reaktion. Die alkoholische Fliissigkeit wurde im Wasser bei 20 mm Hy 
vorsichtig eingedampft, bis sie sich durch Ausfallen eines Nieder- 
schlages triibte. Nach 24 Stunden hatte sich dieser Niederschlag als 
kristallinisches, weiBes Pulver abgesetzt und konnte auf einer kleinen 
Porzellannutsche abgesogen werden. Die Kristalle wurden mit etwas 
96 proz. Alkohol gewaschen und aus heiBem Wasser unter Verwendung 
von etwas Tierkohle fiinfmal umkristallisiert. Die Substanz zeigte 
sodann einen konstanten Schmelzpunkt und kam zur Untersuchung. 
Die Gesamtausbeute betrug etwa 0,5. g (Substanz I). 

Das Filtrat wurde sodann in der oben beschriebenen Weise ein- 
geengt und mit basisch essigsaurem Blei ausgefillt. Nach 24 Stunden 
wurde filtriert, der Niederschlag mit verdiinnter basischer Bleiacetat- 
lésung gewaschen und Filtrat (II) und eine Aufschwemmung des 
Niederschlages (III) mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Sodann wurde 
filtriert, der Schwefelwasserstoff durch Luft vertrieben, die Fliissig- 
keiten etwas eingeengt, mit Bariumcarbonat bis zum Verschwinden der 
Kongoreaktion versetzt und filtriert. Flissigkeit II wurde im Vakuum 
auf etwa 50 ccm eingedampft und mit 2 Litern 96 proz. Alkohols versetzt. 
Es entstand eine dichte milchige Triibung, welche nach 24 Stunden 
sich als klebriger, harzartiger Niederschlag am Boden des Gefifes 
absetzte. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde dekantiert, filtriert und 
der Niederschlag mit 96proz. Alkohol ausgeholt. Der Niederschlag (IV) 
wurde in wenig heiBem Wasser gelést, das Filtrat (II) im Vakuum 
vorsichtig eingedampft, bis man eine Ausfillung bemerkte. Nach 
24 Stunden hatte sich ein weiBes kristallinisches Pulver abgesetzt, 
welches auf einer Nutsche abgesogen, mit etwas Alkohol gewaschen 
und durch wiederholtes Lésen im Wasser und Ausfillen mit 96proz. 
Alkohol bis zum konstanten Schmelzpunkt gereinigt wurde (Substanz V). 
Flissigkeit Il wurde weiter im Vakuum eingeengt, bis sich abermals 
eine Triibung zeigte, welche sich nach 24 Stunden ebenfalls als kristalli- 
nisches Pulver absetzte und in gleicher Weise wie Substanz V_ be- 
handelt wurde. ; 

Die iibrige Fliissigkeit II wurde nun im Vakuum zur Konsistenz 
eines dicken Sirups eingeengt und mit Alkohol aufgenommen, wobei 
keine Fallung mehr entstand. Die alkoholische Flissigkeit wurde 
sodann mit einer alkoholischen Lésung von Merkuriacetat ausgefiilt. 
nach Absitzen des Niederschlages filtriert und das Filtrat nochmals 
mit alkoholischer Sublimatlésung ausgefallt. Der mit Mercuriacetat 
erhaltene Niederschlag (VII) und der mit Sublimat erhaltene Nieder- 
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schlag (VIT1) sowie das Filtrat (II) wurden mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Die Flissigkeiten wurden sodann filtriert und der Schwefel- 
wasserstoff durch Luft vertrieben. Fliissigkeit VII wurde weiter ein- 
vedampft und nach dem Abkiihlen mit 96proz. Alkohol in UberschuB 
versetzt. Es setzte sich nach mehreren Stunden am Boden ein schmie- 
riger Niederschlag ab, von welchem die dariiber stehende Fliissigkeit 
dekantiert wurde. Der Niederschlag wurde im Wasser gelést (VII), 
das Filtrat mit 10proz. Schwefelsiure ausgefallt. Nach 24 Stunden 
hatte sich am Boden des GefaBes ein gelber kristallinischer Niederschlag 
abgesetzt (IX), von welchem die iiberstehende Filissigkeit (X) de- 
kantiert wurde. Flissigkeit II und VIII wurden mit Bleiglatte bis 
zum Verschwinden der Kongoreaktion versetzt, filtriert, die Filtrate 
abermals mit Schwefelwasserstoff zerlegt, wieder filtriert, sodann der 
Schwefelwasserstoff durch Luft vertrieben und mit Silbercarbonat 
bis zum Verschwinden der Kongoreaktion versetzt, filtriert und ein- 
geengt. Filiissigkeit II ergab auf Zusatz von Alkohol eine Triibung, 
welche sich nach 24 Stunden als feiner Niederschlag (Ila) absetzte. 
Das Filtrat (II) wurde eingeengt und gab auf weiteren Zusatz von 
Alkohol keinen Niederschlag mehr. Fliissigkeit VIII ergab ebenfalls mit 
Alkohol einen feinen Niederschlag (XI), von welchem abfiltriert wurde. 

Flissigkeit IV wurde mit wisseriger Sublimatlésung ausgefallt 
und filtriert. Nach 24 Stunden setzte sich im Filtrat abermals ein 
Niederschlag ab, von welchem abfiltriert wurde. Die beiden Nieder- 
schlage (VI und VIa), sowie auch das Filtrat (IV) wurden sodann mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt und in der schon beschriebenen Weise 
ebenso wie Fliissigkeit VIII noch mit Bleiglatte und Silbercarbonat usw. 
behandelt. 

Die Elementaranalyse der Substanz nach dem Mikroverfahren von 
Pregl hatte folgendes Ergebnis: 

1,991 mg Substanz gaben bei 12°C und 750mm Hg 0,222 cem N oder 
13,18 Proz. N. 

3,329 mg Substanz gaben bei 19°C und 750mm Hg 0,367 cem N oder 
12,94 Proz. N. 

5,804mg Substanz gaben 11,07mg CO, und 5,03mg H,0, d.i. 
52,03 Proz. C und 9,70 Proz. H, 

6,168mg Substanz gaben 11,769mg CO, und 5,377mg H,0O, d.i. 
52,05 Proz. C und 9,76 Proz. H. 


Berechnet fiir C,4H3;N30; Gefunden 
Be AE 52,30 Proz. 52,03 52,05 
oe eae ys 9,70 9,76 
5 1a ee 13,18 12,94 


Cl, P, S nicht nachweisbar. 


Die Substanz zeigte folgende Reaktionen. In wiisseriger Lésung 
reagierte sie gegen Lackmuspapier neutral, aus Alkohol kristallisierte 
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sie in zarten kurzen Prismen aus. Die Bestimmung des Schmelzpunkt:s 
in der Kapillare ergab Schmp. = 265°C. Mit Millons Reagens gab sic 
keine Rotfairbung, ebenso war die Xanthoproteinreaktion negativy. 
Morners Reagens gab keine Griinfirbung, die Glyoxylsiurereaktion 
nach Hopkins-Cole war auch negativ. Sie drehte das _polarisierte 
Licht schwach nach links. 


Fiir den Tierversuch wurde die Substanz in destilliertem Wasser geliist, 
im Wasserbade sterilisiert und in die Ohrvene vom Kaninchen injiziert. 
Vor der Injektion, nach 2 bis 4 Stunden wurde der Blutzucker nach einen, 
von mir modifizierten Verfahren nach dem Prinzip der Bangschen Mikro- 
methode unter Verwendung von je 2 cem Blut aus der Ohrvene des Kanin- 
chens bestimmt. Zur Vermeidung gréBerer Blutverluste wurde die Blut- 
entnahme in der Weise gemacht, daB eine Platiniridiumkaniile, welche 
durch einen kurzen Gummischlauch mit einer mit einigen Kristallen 
Natriumcitrat beschickten 2-cem-Pipette in Verbindung stand, in die 
Ohrvene eihgestochen wurde und nur gerade die notwendige Menge Blut 
entnommen wurde. Das Ergebnis war folgendes: 

K. 19a, Substanz I, 0,01 g intravenés. 


Vor der Injektion . . . .. . 0,113 Proz. 
2 Stunden nachher. .... . 0,121 ,, 
4 a a Sippaa emcee, | 8 | Baxets 


Substanz I, 0,02 g intravenés. 


Vor der Injektion .-. »- 0,126 Proz 

2 Stunden nachher. .... . 0,175 ,, 

q i - ee ae 0,156, 
Substanz I, 0,04 g intravends. 

Vor der Injektion . ... . . 0,145 Proz. 

2 Stunden nachher. .... . 0,160 ,, 

4 ss ‘4 oat ok eee La ey RRC ae 


GréBere Mengen konnten vorliufig wegen der geringen Menge der 
bisher zur Verfiigung stehenden Substanz nicht verwendet werden. Doch 
ist wohl kaum anzunehmen, da dieselben eine andere Wirkung auf den 
Blutzuckerspiegel haben wiirden, da wir von einem Hormon eher bei gerin- 
geren Dosen bereits eine Wirksamkeit erwarten miiBten. Die Tiere zeigten 
auch sonst kein abnormes Verhalten. 

Substanz V erwies sich bei der Untersuchung als unreines 1-Leucin 
(C,H,,;0,N). Die Elementaranalyse ergab jedoch keine ganz genaue 

reinstimmung mit den geforderten Werten, und auch der Schmelzpunkt 
in der geschlossenen Kapillare lag etwas tiefer. Auch nach wiederholtem 
Umkristallisieren lie8 sich keine Ubereinstimmung erreichen. 

Doch waren die Reaktionen sonst fiir Leucin charakteristisch. 

Substanz Va erwies sich ebenfalls als l-Leucin, war jedoch reiner als 
Substanz V. 

Das Tierexperiment mit diesen beiden Substanzen in analoger Weise 
wie friiher angestellt, hatte folgendes Ergebnis: 

K. II, Substanz V, 0,1 g intravends. 

Vor der Injektion . .. . . . 0,180 Proz. 
2 Stunden nachher. .... . 0,151 ,, 
rvanies ee, Re cen, ee an A 
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K. 18c, Substanz Va, 0, g intravenés. 


Vor der Injektion . . . . . . 0,165 Proz. 
2 Stunden nachher. .... . 0,156 ,, 
+ EK '- SM eee te a 


Ein Kontrollversuch mit einem Leucinpriparat der Firma Gribler 
ergab K. 3 |-Leucin, 0,2 g intravends. 


Vor der Injektion . ... . . 0,145 Proz. 
2 Stunden nachher. .... . 0,219 ,, 
4 8 ion Gog sc aac ce | Ae ie 


In keinem der Fille war im Verhalten der Tiere sonst etwas Merk- 
wiirdiges zu beobachten. 

Aus den im vorstehenden wiedergegebenen Zahlen ist ersichtlich, 
daB mit Substanz V eine Senkung des Blutzuckerspiegels um 30 Proz. 
erfolgte. Substanz Va zeigte keine so merkliche Beeinflussung, Leucin 
jedoch sogar eine deutliche Erhéhung. Aus diesen Ergebnissen laBt 
sich der SchluB ziehen, daB Substanz V und vielleicht in geringerem 
MaBe auch Substanz Va. als Verunreinigung einen den Blutzuckergehalt 
erniedrigenden Kérper enthalten. Der Verdacht hierfiir verstarkt 
sich durch die Tatsache, daB reines Leucin den Blutzuckerspiegel 
sogar deutlich erhéhte. Es ist daher nicht verwunderlich, dai bei 
der Suche nach dem Inkret des Pankreas einzelne Forscher Extrakte 
erhalten haben, welche zu einer Erhéhung des Blutzuckerspiegels 
fihrten. Vielleicht enthalt auch das Insulin von Collip und seinen 
Mitarbeitern noch Leucin und Substanz I. Bei Ausschaltung derselben 
lieBe sich vielleicht die Wirkung des Insulins erhdhen. Weitere Unter- 
suchungen sollen darauf gerichtet sein, Klarung zu bringen, und ins- 
besondere wird es von Wichtigkeit sein, ob sich die wirksame Substanz 
auch in den anderen noch nicht niher untersuchten Fraktionen befindet. 
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Untersuchungen iiber die Wirkung des Thyroxins. | 


2. Mitteilung. 
Uber die Wirkung des Thyroxins auf Frosehlarven '). 


Von 
B. Romeis. 
(Aus dem histologisch-embryologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1923.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Im ersten Teil der vorliegenden Studien tiber das Thyroxin?®) 
wurde der Nachweis erbracht, daB dasselbe bei weiBen Mausen ebenso 
wie die Verfiitterung frischer Schilddriise zu starker Abnahme des 
K6érpergewichtes, zu starker nervéser Erregung und schlieBlich zum 
Tode fihrt. Auch in der Wirkung auf das Leberglykogen besteht 
zwischen Thyroxin und Schilddriisensubstanz weitgehende Uber- 
einstimmung: schon Bruchteile eines Milligramms sind hinreichend, 
um die Leber der Maus mehr oder weniger glykogenfrei zu machen. 

In einer kurzen Mitteilung*) berichtete ich ferner tiber die starke 
spezifische Wirksamkeit des Thyroxins im Kaulquappenversuch. Bei 
der Fortsetzung dieser Versuche konnten weitere Ergebnisse gewonnen 
werden, weshalb ich in vorliegender Arbeit noch eingehender dariiber 
berichten méchte. 


Methodik. 


Die Versuchstechnik hielt sich im allgemeinen an die von mir im Hand- 
buch der bicchemischen Arbeitsmethcden*) niedergelegten Angaben. Von 
der Verwendung des Piscidins zur Fiitterung der Tiere bin ich jedoch seit 
einiger Zeit abgekommen. Vergleiche zwischen dem Piscidin aus den Jahren 
1914 und 1915 mit dem seit den letzten Jahren erhaltlichen ergaben namlich, 
da8 sich die Zusammensetzung desselben unvorteilhaft verandert hat. 
Es ist allem Anschein nach fiir die Ernahrung der Tiere nicht mehr voll 
ausreichend. Zudem besteht bei der Piscidinfiitterung der Nachteil, daB 
einzelne, fiir die Froschlarven unverdauliche beigemengte Bestandteile sich 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft deutscher 
Wissenschaft. 

2) B. Romeis, diese Zeitschr. 135, 85— 106, 1923. 

8) Derselbe, Klin. Wochenschr. 1, 1262, 1923. 

4) Derselbe, Methodik des Kaulquappenversuchs. Handbuch der 
biochemischen Arbeitsmethoden, 1922. 
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spater bei der Anfertigung von Schnittserien zur mikroskopischen Unter. 
suchung infolge ihrer Harte sehr unangenehm bemerkbar machen. Aus diesen 
Griinden wurden die Larven in den vorliegenden Versuchen mit frische:, 
oder gekochtem Muskelfleisch gefiittert. Verabreicht man nur kleine Mengen, 
so kann das Wasser ohne Schadigung der Tiere 3 bis 4 Tage lang ohne Er. 
neuerung in den Schalen stehen bleiben. In jeder Schale befindet sic, 
auBerdem reichlich Quellmoos, das alle 3 bis 4 Wochen durch neues 7; 
ersetzen ist. Fiir die Dauer der Einwirkung der einzelnen Lésungen wird 
von der Einlage von Pflanzen abgesehen. Das Photographieren der Tiere 
nehme ich jetzt nur mehr bei kiinstlichem Licht vor. Zur Beleuchtung 
dient eine mit Reinlichtkugel versehene Reflektorlampe, die so schénes 
gleichmaBiges Licht gibt, daB eine Gegenbeleuchtung unnétig ist. Als 
Unterlage der mit Wasser gefiillten Petrischale, in der sich die durch Zusatz 
von Chloroformwasser narkotisierten Tiere befinden, dient eine 1 em dicke 
Glasplatte, deren Oberflache mattiert ist. Unter die Glasplatte kommt ein 
Blatt weiBes Papier. Man vermeidet auf diese Weise jede Schlagschatten- 
bildung. Die Tiere liegen scharf konturiert auf weiBem Untergrund. 

Die Ausmessung der Tiere erfolgt durch Auflegen eines Glasmikrometers 
auf die Lichtbilder. Zum Ablesen der Werte wie auch zum Betrachten der 
Bilder benutzte ich die ausgezeichnete binokulare Priparierlupe von Leitz, 
deren groBes Gesichtsfeld dabei sehr vorteilhaft ist. 

Das in den Versuchen verwendete Thyroxin stammt von Squibbe & Co. ; 
ich verdanke es der Liebenswiirdigkeit Herrn Dr. Uhlenhuths in New York. 
Das Jodthyreoglobulin wurde genau nach der Vorschrift Oswalds') her- 
gestellt. Das Dijodtyrosin und Jodthyreoglobulin wurde mir in dankens- 
werter Weise von: den vereinigten Farbwerken Bayer-Elberfeld zur Ver- 
fiigung gestellt. Die einzelnen Substanzen kamen stets in vdélliger Lésung 
zur Einwirkung. Zur Herstellung der Thyroxinlésung wurden 2 mg in 
10 cem destilliertem Wasser fein verrieben und durch Zusatz von 0,4 cem 
n/l NaOH zu klarer Lésung gebracht, die mit destilliertem Wasser auf 
100 cem aufgefiillt wurde. Bei den iibrigen Substanzen wurde von 20 mg 
Substanz ausgegangen. Von diesen Stammlésungen wurden dann ent- 
sprechende Verdiinnungen bereitet. 


Versuchsprotokoll 573. 

Material: Rana temporaria-Larven aus einem am 15. Marz 1922 im 
Freien abgelegten Laichballen. 

Beginn des Versuchs: 27. Marz 1922. Alter der Tiere: 12 Tage. 

Entwicklungsstadium: Die auBeren Kiemen sind seit einem Tag iiber- 
wachsen. Die Extremitaétenanlagen sind noch nicht sichtbar. 

Anzahl der Tiere: 17 Gruppen zu je 20 Larven. Die Anzahl vermindert 
sich aber in etwa 3 Wochen in allen Gruppen infolge der vorgenommenen 
Fixierungen auf 10 bis 13 Larven. 


Versuchsanordnung. 
Gruppe a: Kontrolle. 


fe b: Thyroxin 1000000 
ra C3 oS rk ee ke | re 
pe d: a Sik wu ec s ks ee RO une 

e: 1: 1000000000 


9° 


1) A. Oswald, Die Schilddriise in Physiologie und Pathologie. Leipzig 
1916, Veit & Co. 
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Gruppe f: Dijodtyrosin ] 100000 
’ g: iy ] 1000000 
hs + 1: 10000000 

* hi > 1: 100000000 
k: Jodothyrin. ] 100000 

9 I: ¥ ae Na SS eee 
vs m: ms Gy gg CEN ee RS eee 
n: “6 Pa fe 

o: Jodthyreoglobulin. 1 100000 

p: re ] 1000000 

qu: » 1: 10000000 

” r: ° 1: 100000000 


Die Einwirkung der einzelnen Lésungen erfolgt nur zweimal, und zwar 
das erste Mal 48 Stunden, das zweite Mal 24 Stunden lang. Die Wasser- 
menge in den einzelnen Schalen betriagt an diesen Tagen je 500ccm, waihrend 
der ganzen iibrigen Versuchszeit dagegen je 1000 cem. Im einzelnen nahm 
der Versuch folgenden Verlauf: 

27. Marz 1922. Erste Einwirkung der Lésungen. 

29. Marz. Wasserwechsel. — 30. Marz. Desgleichen. 

31. Marz. Zweite Einwirkung der Lésungen. Die Tiere in Gruppe b 
sind etwas kleiner als die der tibrigen Gruppen. 


ali 


Abb. la u. 1b Abb. 2a u. 2b 
Abb. 1 u. 2, Versuch 573. 21 tagige Kaulquappen dorsal und ventral ge- 
sehen, aufgenommen am 5.4. 1922. Vergr. 1:4. la u. 1b Kontrollarve 
aus Gruppe a; 2a u. 2b Gruppe b, Thyroxin 1:1000000 (2). 





1. April. Wasserwechsel. Das Wachstum der Kaulquappen von Gruppe 
b und ¢ ist nun sehr deutlich gehemmt. Auch in Gruppe f bleiben die Tiere 
zuriick. Aus jeder Gruppe werden je zwei Tiere fixiert (Nr. 3400 bis 3433). 

2. April. Fixierung: Gruppe a: Nr. 3450 (40mg); Gruppe b: Nr. 3451, 
Nr. 3452 (20 mg). 

3. April. In Gruppe b kommt die typische Schilddriisenwirkung nun 
voll zum Ausdruck. Beschleunigte Entwicklung der Extremititen, Abwurf 
der Hornkiefer, Reduktion des Schwanzes, Stillstand des Ké6rperwachstums, 
Verkiirzung des Darms usw. ist festzustellen. Schwicher treten die Er- 
scheinungen in Gruppe c hervor. Die iibrigen Gruppen zeigen gegeniiber der 
Kontrolle noch keine wesentlichen Unterschiede. Fixierung: Gruppe b: 
Nr. 3453, 3454. 

4. April. Weitere Verstaérkung der Schilddriisenerscheinungen in 
Gruppe b. In der Nacht vom 4. auf den 5. April sterben zehn Tiere dieser 
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Tabelle I. 

, ie oe <2 8 = = <2 F feo | te $2 S. 
i | vali oe ete ¥ die bate 5 Weal io a ba f Bath witht a 
arenes b: Thyroxin Ger ce: Thyroxin 

Gruppe a: Kontrolle : 1000000 1: 10000000 
15,6 | 56 | 35 | 100] 82 | 40 | | 28 | 42 | 120/ 44 | 28 | 76 
16,0 | 60 38 | 100] 86| 44 |) 30 42 12.0 | 45 | 29 | 7,5 
165 | 62 40 | 103 | 90| 4,7 | 29 | 431135) 40 | 31 | 95 
16.6 | 61 | 39 | 105 |] 95/46 | 28 | 49 | 140/ 48 | 30 | 92 
16,7/ 61 | 40 | 106] 98/45 | 28 | 53 ae 48 | 30 | 92 
16,7 | 63 | 40 | 104 | 10,7/| 47 | 30 | 60] 140| 50 31 | 90 
17,0 62 38 | 108 145 50 | 30 95 
170 62 39 100 145 | 54 | 32) 91 
17,1 | 66 | 4,1 | 105 149 | 61 | 30 | 98 
17,5 66 44 | 10,9 15,7 5,7 | 35 | 100 
18.0 65 40 | 115 16,0 50 32 110 
16,0 55 3,5 105 
168 | 62 | 39 | 106] 93 45 | 29 | 48 | 142] 49 | 31 | 93 


Gruppe d: Thyroxin 
1: 100000000 





Gruppe e: Thyroxin 
1; 1000000000 











Gruppe f: Dijodtyrosin 
1:100000 



































145 | 54 | 31 | 911150) 58 | 35 | 92] 155) 52 | 35 | 103 
150 55 | 35 | 95 1 15,6) 5,7 | 39 | 991156) 52 | 35 | 104 
15,0 55 | 35 | 951170] 60] 38 | 110] 160| 55 | 35 | 105 
15,1 55 | 35 | 96 1170| 60 | 40 | 110] 160) 56 35 | 104 
15,6 | 56 | 3,7 | 100 | 170) 61 | 36 | 109] 161) 5,7 | 36 | 104 
16,0 | 5,7 | 3,5 | 103 | 17,0| 63 | 39 | 10,7] 163 | 55 | 35 | 108 
16,6 | 5,8 | 35 | 102 | 17,0) 62 | 40 | 108] 165 | 56 | 36 | 109 
16,4 6,0 | 3,7 | 104 | 17,0) 65 | 3,7 | 1051165 | 56 | 35 | 109 
165 | 60 3,9 | 105 | 180| 65 | 40 | 115] 165) 56 | 36 | 109 
16,5 | 62 | 39 | 103 | 180/ 65 | 40 | 115] 166 | 5,7 | 37 | 109 
16,5 | 6,2 | 4.0 | 103 | 181 | 67 | 40 | 114]172| 60 | 36 | 112 
17.0) 65 | 40 | 105 | 185| 70 | 42 | 115] 182) 61 | 40 | 12) 
15,8 | 5,8 | 36 | 100 | 17,1 | 63 | 39 | 108] 164 | 56 | 36 | 108 
Gruppe g: Dijodtyrosin | Gruppe h: Dijodtyrosin] Gruppe i: Dijodtyrosin 
1: 1000000 1: 10000000 1: 100000000 
15,6 | 56 | 3,5 | 10,0 | 150 | 5,5 | 36 | 95] 15,7 | 60 | 39 | 97 
162 60 | 38 | 10.2 | 155 | 55 | 35 | 100]165| 60 38 | 105 
165 60 38 | 105 | 160) 60 | 36 | 100/165) 60 39 105 
165 60 39 | 105 | 160| 58 | 38 | 102] 168/| 62 | 39 106 
16,6 | 60 | 38 | 106 | 165/| 60 | 3,7 | 105] 17,0} 64 | 40 10.6 
16.7 | 62 | 39 | 105 | 165| 60 | 40 105] 17,0/ 65 40 105 
168 | 60 | 3,7 | 108 | 165| 60 | 40 | 105] 170/ 65 40° 105 
170 | 60 | 39 | 110 | 165| 60 | 40 | 105|175| 65 | 40. 110 
17,0 60 | 39 | 110 |] 166| 61 | 40 | 105] 180) 65 | 40. 115 
17,5 | 62 | 39 | 113] 170/ 60 | 40 110] 180| 66 40. 114 
175 65 | 4,0 | 11,0 | 17,0} 61 | 40 | 109] 185) 65 40 120 
17,7 | 65 40 | 112 | 172| 62 | 40 | 110] 180) 70 42 11.0 
16,8 | 61 38 | 10,7 | 164 | 59 | 39 | 105 17,2 | 6,4 | 39 | 108 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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ee Se 22 Se ge Se 22 .. Be Se =e De 
ele Bil delis igi iglisiip is 
3= a2” zm Px $= Pte Pho 3 as a2” Ae) > ig 
Gruppe k: Jodothyrin | Gruppe |: Jodothyrin | Gruppe m: Jodothyrin 
1:100000 1: 1000000 1: 10000000 

16,1 | 58 | 36 | 103 | 153 | 50 | 36 | 103] 160, 60 | 39 | 100 
165| 60 | 39 105 ]157| 60 | 39 97]165 60) 40 | 105 
170 | 65 40 1051160) 62 39 981165 60 | 38 | 105 
17,1 | 61 | 40 110 | 166) 62 39 107] 165- 63 | 40 | 102 
172} 62 40 1101170) 60 40 | 110]170 61 | 40 | 109 
17,5 | 60 | 40 | 115 | 17,0) 61 | 40 | 1091170 > 63 | 40 | 107 
175 | 65 | 40 11,0 | 170) 63 4,0 | 10,7]170) 65 | 40 105 
18.0} 68 | 4,2 | 11,2 | 17,2) 63 3,8 | 1091176 6,6 40 11,0 
135) -67 | 41 11,6 | 17,2 | 65 4,1 10,7} 180 66 | 4,1 11,4 
185/ 65 | 40 120/176! 65 | 42 111] 180) 66 | 40 | 114 
186 | 68 | 41 118 ]180|) 65 41 115]180) 71 | 46 | 109 
19,0 6,8 | 40 | 12,2 18,0 6,6 45  114]185 7,0 4,4 11,5 
176 | 64 | 40 112 | 169| 62 | 40 | 10,7|172| 64 41 | 108 
Gruppe n: Jodothyrin Gruppe o: Jodthyreoglobulin | Gruppe p: Jodthyreoglobulia 

1: 100000000 1:100000 1:1000000 
17,0 | 60 | 38 110 | 160) 60 40 100] 17,1 65 | 40 | 106 
170 60 | 39 110]162 65 40 97/176 65 | 40 | 111 
170, 61 | 40 109 1165 61 40 104/175 65 41 | 11,0 
175 60 | 40 115 1165!| 61 | 40 104] 176/| 66 | 40 110 
175 65 | 40 110]170 65 40 105/176 66 41 110 
175 6,6 40 | 10,9 | 17,2 | 6,2 3,7 | 1101717,8 | 7,0 40 | 108 
17,6 6,6 41 1101175 60 3,9 | 11,5 ]180)| 7,0 | 4,5 | 110 
177 | 66 | 40 111 | 17,5 | 62 | 40 113] 182/ 69 | 41 | 113 
180 66 | 41 14 ]175 65 | 40 11,0] 182) 70) 41 112 
180 66 | 44/114 ]175 65 40 1101185) 68 44 | 11,7 
185 66 | 40 119 1175 66 41 | 1097187 7,0 | 41 11,7 
190 7,0 | 42 | 120 ]180 69 | 4,1 | 11,1 
178 | 66 | 40 112 | 17,1 | 63 | 40 | 108] 178) 67 | 41 | 11) 
Gruppe qu: Jodthyreoglobulin | Gruppe r: Jodthyreoglobulin 

1:10000000 1100000000 

160 | 60 | 38 | 100 | 165 | 60 36 | 105 
160 60 40 | 100]170| 60 39. lo 
165 | 62 40 | 103 ]170/| 60 40 | 110 
17,0 | 62 | 4,1 108 1170; 61 40 109 
170 | 65 | 40 105 | 17,2) 64 40 108 
170; 65 40 105 1172); 65 40 | 10,7 
175 | 65 | 40 | 110 ]172!| 65 | 40 | 107 
17,5 | 66 44 | 109 1175) 65 4,1 11,0 
18,0 | 6,7 | 4,0 | 113 1175) 7,0 | 4,0 | 105 
18,0 7,0 | 40 110 117,55) 66 | 4,1 | 109 
190/70 | 41 1201180) 69 44 | 111 

182 68 | 41 114 
17,2 65 | 40 | 10,7 | 173 | 64 | 40 | 109 
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Gruppe, bei fiinf derselben liegt der linke vordere Extremitétenstummel fre), 
Byrd Gruppe b: Nr. 3455, 3456. 
5. April. Von saémtlichen Gruppen (mit Ausnahme von Gruppe |) 


in der nur noch sechs Tiere leben) werden je zw6lf Larven bei natiirlicher 


GréBe photographiert und spater nach den Abziigen ausgemessen. Dic 
erhaltenen Werte sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Weitaus am kleinsten von allen Kaulquappen sind demnach jene der 
Gruppe b, in der sich ja auch am friihesten die charakteristischen Schild- 
driisensymptome bemerkbar machten. Wie die bei vierfacher VergréBerung 
aufgenommene Abb. 2a und b zeigt, ist der Rumpf der Tiere geigenférmig, 
die Kontur des Kopfes abgestumpft, der Schwanz kurz und fleischig, da 
die Flossensiume vollig resorbiert sind, wahrend das Achsenskelett mit der 
umgebenden Muskulatur zur Halfte oder einem Drittel noch vorhanden ist. 
Die hinteren Extremitaétenanlagen sind stummelartig, leicht zugespitzt. 
aber noch kaum pigmentiert. Von den vorderen Extremititen ist bei allen 
Tieren der Gruppe die linke infolge friihzeitiger Resorption des Operculums 
bereits sichtbar geworden, die rechte schimmert durch die Hautdecke 
durch. Oberhalb der linken Extremitat sind die bereits stark verkleinerten 
inneren Kiemen sichtbar. Recht deutlich treten an Abb. 2 auch die Unter- 
schiede in der Ausbildung des Maules hervor. 

Schwicher, aber noch deutlich erkennbar, ist die Wirkung bei Gruppe c 
bei der zwar noch keine Einsehmelzung des Schwanzes, aber eine betracht- 
liche Wachstumshemmung zu beobachten ist.. Die seitliche Konturlinie 
des Rumpfes verliuft nicht rundlich geschwungen, wie bei den Kontroll- 
larven (siehe Abb. la), sondern spitzt sich kaudalwirts stark zu. Hinter 
dem durch Kiemenskelett und Ohrkapsel bedingten Vorsprung ist sic 
schwach eingekerbt. Die Entwicklung der Extremitaten ist schwach be- 
schleunigt. In Gruppe d ist, wie die Messungen erkennen lassen, noch eine 
geringe Wachstumshemmung nachweisbar; die éuBere Form der Kaul- 
quappen, die noch vollkommen im Besitz ihrer larvalen Merkmale sind, 
gibt nur noch eine sehr schwache Beeinflussung kund. Die Tiere der mit 
der schwichsten der Thyroxinlésungen behandelten Gruppe f iibertreffen 
dagegen die der Kontrollgruppe sogar etwas an GréBe, so daB hier, zunachst 
wenigstens, eher eine Umkehr der gemeiniglich bekannten Schilddriisen- 
wirkung eingetreten ist. 

Bei den mit Dijodtyrosin behandelten Tieren ist der charakteristische 
Einflu8 zurzeit noch betrichtlich schwacher. Gruppe f zeigt zwar deutlich 
Wachstumshemmung, in ihrer auBeren Erscheinung stehen die Tiere aber 
zwischen jenen der Gruppe ec und d. Bei den mit schwicheren Dosen be- 
handelten. Tieren der Gruppe g und h ist dagegen von einer spezifischen 
Wirkung noch nichts zu erkennen; bei Gruppe i liegen die Werte ahnlich 
wie bei Gruppe e, sogar wieder etwas héher als bei der Kontrolle. 

Bei den mit Jodothyrin und den mit Jodthyreoglobulin behandelten 
Gruppen vollends ist beinahe durchgehends eine wenn auch nur geringe 
Steigerung des Wachstums zu erkennen. AuBerlich gleichen die Tiere dieser 
Gruppen vollig den normalen Vergleichstieren. 

Zur spiteren histologischen Untersuchung werden die sechs noch 
lebenden Tiere der Gruppe b fixiert (Nr. 3457: 19mg; Nr. 3458: 17 mg; 
Nr. 3459: 17mg; Nr. 3460: 17mg; Nr. 3461: 22mg; Nr. 3462: 19 mg). 
Zum Vergleich dazu dienen einige Larven aus einer Parallelgruppe von 
Gruppe a, die dem gleichen Laich entstammt und mit aufgeziichtet wurde. 
um zu verhindern, da8 die Zahl der Tiere in der eigentlichen Kontrollgruppe 
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Wirkung des Thyroxins. II. ‘1297 


dureh die Vornahme von Fixierungen zu sehr vermindert wird (Nr. 3463: 
65mg; Nr. 3464: 63mg; Nr. 3465: 69mg; Nr. 3466: 44 mg). 

Das Ergebnis des bisherigen Versuchsverlaufes ist also, daB die 
Wirkung des Thyroxins auf junge Froschlarven mit jener, die durch 
Fiatterung mit Schilddriise hervorgerufen wird, auBerlich véllig iiber- 
einstimmt. Die zweimalige Einwirkung einer Lésung von 1: 1000000 
wirkt so wie die mehrmalige Fiitterung mit frischer Schilddriise. Eine 
Thyroxinlésung von 1: 10000000 kommt in ihrer Wirksamkeit auf 
junge Froschlarven einer Dijodtyrosinlésung von 1: 100000 gleich, 
die hinwiederum einer gleich starken Lésung von Jodothyrin und von 
Jodthyreoglobulin iiberlegen ist. Stark unterschwellige Dosen scheinen 
einen dem typischen Schilddriiseneffekt entgegengesetzten EinfluB 
auszuiiben, insofern bei ihnen eher eine wachstumsanregende Wirkung 
zu beobachten ist. Das wiirde mit einer Beobachtung tibereinstimmen, 
die ich bereits friher bei nicht sehr starker Fiitterung junger Larven 
mit frischer Schilddriise erheben konnte: da nimlich hierbei waihrend 
der ersten Zeit, bevor der typische EinfluB zum Durchbruch kommt, 
die Tiere stirker wachsen als die normalen Vergleichslarven. 

Diese Ergebnisse werden durch den weiteren Verlauf des Ver- 
suches noch wesentlich erweitert. 

Im Laufe der nichsten Tage tritt die Schilddriisenwirkung in Gruppe e 
immer staérker hervor, wobei sich die gleichen Erscheinungen wie in Gruppe b 
wiederholen, nur in verlangsamtem Zeitma8. Am 10. April ist bei vier 
Tieren die linksseitige Opercularmembran resorbiert, am 11. April bei zweien 
davon auch die der rechten Seite, In der Nacht vom 12. auf den 13. sind 
drei Tiere tot. 

Am 13. April werden wieder einige Tiere zur spiteren histologischen 
Untersuchung _ fixiert. Aus Gruppea: Nr. 3484: 94mg; Gruppe d: 
Nr. 3485: 54mg; Gruppe f: Nr. 3486: 32mg; Gruppe g: Nr. 3487: 
38mg; Gruppe k: Nr. 3488: 67 mg; Gruppe o: Nr. 3489: 101 mg. 

15. und 16. April. In Gruppe c sterben noch weitere elf Tiere; bei neun 
davon sind die linken Vorderbeine ,,durchgebrochen‘‘. — Am 18. April 
ist von Gruppe ec nur noch ein Tier am Leben (siehe Abb. 3b). Zum Vergleich 
damit werden auch die Tiere der tibrigen Gruppen wieder photographiert 
und in der oben beschriebenen Weise gemessen (siehe Tabelle IT). 

Betrachtlich schwicher als in Gruppe ¢ ist der Einflu8 des Thyroxins 
in Gruppe d (siehe Abb. 3c); obwohl auch hier das Wachstum noch deutlich 
gehemmt ist. Auffallend ist die Zunahme der Variationsbreite der Gesamt- 
lange, die in Gruppe a 5,2mm, in Grupped dagegen 9,4 mm_ betragt. 
Die Extremititenanlagen sind bei den Larven der in Rede stehenden Gruppe 
durehgehends in Oberschenkel, Unterschenkel und Fu8 mit Zehenanlagen 
gegliedert, wihrend die Kontrolltiere erst kurze, vdéllig ungegliederte 
Stummel besitzen. Die Lippen sind in Gruppe d etwas verschmialert und 
mit kleineren und spirlicheren Papillen versehen; doch sind die Horn- 
hakechen wie Hornkiefer noch gut erhalten. 

Selbst in Gruppe e ist noch etwas Schilddriisenwirkung bemerkbar, 
insofern auch hier, abgesehen von der aus der Tabelle ersichtlichen Wachs- 
tumshemmung, die Entwicklung der Extremititen beschleunigt ist. Dieselbe 
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macht sich sowohl in der weiter fortgeschrittenen Gliederung, Pigmentierung 
wie auch in der GréBe bemerkbar. Die Variationsbreite ist geringer als 
in Gruppe d (6,1 mm). Die Fre8werkzeuge zeigen noch vollig larvalen Typus. 

Die Folgen der Dijodtyrosinbehandlung haben sich nunmehr gegeniiber 
dem am 5. April festgestellten Befund erheblich verstarkt. Besonders in 
Gruppe f (siehe Abb. 3d) ist das Wachstum stark zuriickgeblieben. Die 
Tiere dieser Gruppe entsprechen jetzt an Gré8e und Entwicklungsstand 
etwa der Gruppe c der Thyroxintiere. Der Kopf der Tiere ist froschahnlich 
gestaltet, die Hornkiefer abgeworfen, Lippen, Papillen usw. véllig zuriick. 
gebildet. Bei drei Tieren ist je ein linkes Vorderbein ,,durchgebrochen’, 
aber auch bei den iibrigen ist die Entwicklung der Extremitaten wesentlich 
beschleunigt. Schwacher ist die Beeinflussung in Gruppe g (Abb. 3e). Die 
Hornkiefer sind hier nur defekt; die Vorderbeine liegen bei samtlichen 
Kaulquappen noch verdeckt, doch ist ihre Entwicklung deutlich beschleunigt. 


Abb, 3a. Abb. 3b. Abb. 3c, 


Abb. 3d. Abb. 3e. Abb. 3t. 


Abb. 3. Versuch 573. 34tagige Kaulquappen. Aufgenommen am 18. 4. 1922, 
Natiirliche Gréfe. 3a: Gruppe a, Kontrolle. — 3b: Gruppe c, Thyroxin 
1:10000000 (2). — 3c: Gruppe d, Thyroxin 1:100000000 (2). — 3d: 
Gruppe f, Dijodtyrosin 1:100000 (2). — 3e: Gruppe g, Dijodtyrosin 
1:10000000 (2). — 3f: Gruppe k, Jodothyrin 1:100000 (2). 


In Gruppe h fallt wieder die erhéhte Variationsbreite der KorpergréBe auf. 
Die Hornkiefer sind hier etwas schadhaft; die Lippen sind aber breiter 
und in ihren Hilfswerkzeugen besser ausgebildet als in Gruppe g. Die Kopf- 
form ist nicht mehr ganz larval, aber auch noch nicht wie bei typischen 
Schilddriisentieren. Die Extremititen sind bei allen Larven in ihrer Ent- 
wicklung gleichmaBig beschleunigt, bei den kleinsten de: Tiere ebenso wie bei 
den gréBten. In Gruppei ist nur mehr eine geringe Hemmung des Wachs- 
tums erkennbar, wihrend das AuBere der Tiere rein larvalen Typus zeigt. 

Nur sehr geringfiigig ist die Beeinflussung bei den mit Jodothyrin 
behandelten Gruppen k bis n (als Beispiel siehe Abb. 3f = Gruppe k). 
Abgesehen davon, daB8 die DurchschnittsgréBe etwas niedriger ist als in 
Gruppe a, lat sich nur in Gruppe k noch eine leichte Entwicklungsférderung 
der Extremitiaten feststellen. Von den Jodthyreoglobulingruppen o bis r 
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, Tabelle II. 
lerung ‘ _—— ae mane renee a ee 
ger als Ee 1 | 2 | 5. ze Re | Be Se Ee $2 | Be | 2 
ypu. f 98 BB | 6s |g) 92 GF GS | G2 192 G2 es | EP 
niiber Siete | eis” | le a Toh ook a we 
cg Gruppe a: Kontrolle Gruppe c: Thyroxin 1 : 10000000 [Gruppe d: Thyroxin 1: 100000000 
ae 23,0 | 85 | 55 | 145] 140) 55 | 35°) 85 [161 61 | 40 | 100 
nc § 25) 90] 54 | 155 16,7 65 40 102 
hnlich 25,0 90) 53 | 16,0 176 | 66 | 44 | 110 
riick. F 256 90) 56 | 16,6 18,7 | 7,0 | 4,5 | 11,7 
hen“, 25,7 9,5 | 5,6 | 16,2 20,1 7,3 | 46 | 128 
ntlich 262 95 > 60 | 16,7 20575 | 50 130 
Die & 27,0) 061} 57 | 175 215 7,5 | 4,7 | 140 
ichen | 27,5 105 | 6,0 | 17,0 23.0, 85 | 55 | 145 
migt. | 28:1 10,5 | 6,5 | 17,6 23.2 85 | 55 | 14,7 
' F 282 100) 60 | 18,2 236 85 | 50 | 151 
i es 240 91 | 5,7 | 149 
242 90 | 56 | 15,2 
245 9,0 | 60 | 15,5 
| 25,5 92 | 60 | 163 
%,1 9,5 | 5,7 | 166 | } 21,5 | 79 | 51 | 13,6 


Gruppe e: Thyroxin | Gruppe f: Dijodtyrosin |Gruppe g: Dijodtyrosin 
1 : 1000000000 1: 100000 1: 1000000 

19,0 | 7,0 | 45 | 120] 140) 55 | 33 | 85 | 147/ 54 | 35 | 93 

| 195) 70 | 46 | 125] 140) 52 | 33 | 88 |] 153) 59 | 35 | 94 


‘ 20,5 | 7,5 | 45 | 130] 145) 50 31 | 95 16,5 | 6,0 | 38 | 105 
20,5 | 7,5 | 50 130] 145) 50 | 35 | 95 | 165) 60 | 39 | 105 
215 | 80 | 46 | 135] 145) 50 | 32 | 95 1175 | 65 | 39 | 11,0 
23,5 | 86 | 5,0 | 149] 145 | 52 | 32 93 117,7| 67 | 40 | 110 

’ | , | | ? 
23,4 | 86 | 5,4 | 148] 145| 54 | 35 91 17,7 | 65 | 40 | 11,2 
23,5 | 90 | 55 | 145] 150| 55 | 32 9,5 | 186/ 67 | 4,1 | 11,9 
23.7 | 85 | 50 | 152] 150/'55 | 35 | 95 | 201) 7,5 | 45 | 126 

) | | | ’ 
23.7| 87 | 55 | 150] 154) 55 | 35 | 99 | 203) 7,0 | 45 | 133 
23,7 | 88 | 5,5 | 149] 155 | 55 | 3,3 | 100 





20 90 | 55 150] 155) 56 35 9,9 | 








245 90 5,5 15,5 
Cee es ee eee al Boe 
226 | 83 | 51 | 143] 147/ 53 | 33 | 94 | 17,5/ 64 | 39 | 11) 


Gruppe h: Dijodtyrosin| Gruppe i: Dijodtyrosin | Gruppe k: Jodothyrin 
1: 10000000 1: 100000000 1: 100000 
15,5 | 58 | 35 | 9,7] 200 | 7,7 | 50 | 


16,0 56 | 35 | 104] 215 | 80 50 | 135] 210| 80 52 | 13,0 


123] 190| 7,0 | 45 | 120 

















om 162 62 36 10.0] 230/ 85 | 50 | 145] 225} 80 | 50 | 145 
iter 166 | 66 | 40 | 100] 232| 87 | 54 145] 230| 85 | 52 | 145 
pt. 16,7 65 | 40 | 102] 235 | 90 | 55 | 145] 230/ 90 55 | 140 
hen 170| 65 | 38 | 105| 236/| 90 | 54 146] 232| 85 56 | 147 
int - 17,6 65 | 4,1 11] 240) 87 | 54 | 153 245 | 9,5 | 5,7 | 15,0 
bei 214 78 | 49 | 136] 240) 90 | 55 150] 250! 92 60 | 158 
ie. 99:0 80 48 | 140] 240/ 90 5,5 | 150] 251) 95 58 | 156 
we. 220 81 | 51 | 13,9] 240 | 90 | 56 | 150] 253) 95 60 | 158 
Tee 25 81 49 144] 240) 90 | 56 15,0] 256) 96 55 | 160 
- 235 85 | 5,0 | 15.0] 25,0 | 90 | 52 | 160] 265) 97 60 | 168 
‘) Hf 23,5 | 86 | 51 | 149] 25,0| 90 | 5,5 | 160 | 

in | | | 255 | 9.0 | 5,5 | 15,5 | 

ing U Rea § . : ay Pr a 


19,2 7,1 43 | 12,1 | 236| 88 | 54 | 148] 236) 88 | 55 | 148 
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Gruppe o: Jodthyreoglobulin 
1: 100000 


21,7 
23,5 


23.6 | 
23,5 | 
24.0 | 
24.5 | 
24.5 | 
24.6 | 
25,0 | 
25,0 | 


26,0 


24,2 


80 | 
8,5 | 
8,6 | 


8,5 


8.5 | 


8,5 
9,0 


9,0 | 


9,2 
9,0 


95 | 


8,8 


> 


4.8 
5,0 
5,1 
5,0 
5,0 
5,0 
5.5 
5,0 
5,0 
5,0 
5,0 


5,0. 


13,7 
15,0 


| 15,0 


15,0 
15,5 
16,0 
15,5 
15,6 
15,8 
16,0 
16,5 


“15,4 | 260) 9. 





Gruppe p: Jodthyreoglobulin 
1 : 1000000 
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Tabelle IJ (Fortsetzung). 
Pe ee Pe ie ee ee eS Pe eee 
an =z” az” 3" 3= z= wo 3 é- Zn at 3- 
Gruppe |: Jodothyrin | Gruppe m: Jodothyrin Gruppe n: Jodothyrin 
1: 1000000 1: 10000000 1; 100000000 

220 | 85) 50 | 135] 215| 80) 4,7 | 135] 213 | 7,7 | 50 | 136 
226 | 84 49 | 142] 225) 85) 53 1401217, 80 | 50 | 13,7 
235 / 83 48 152] 230) 83 50 | 1471218); 7,5 | 46 | 143 
20/| 85 50 | 155] 240) 85) 52 | 155] 225/ 80 | 48 | 145 
24,0) 87 5,2 153] 240) 85 52 15,5] 225 80 | 50 | 145 
240) 90 55 150] 240, 85 55 155] 230 86 | 52 44 
242/ 85 50 15,7] 240! 88 54 , 152] 232) 80 | 50 | 152 
25; 90 55 165] 2440) 90 53 150] 232 82 | 52 150 
2,5| 95 56 160] 245) 87 52 1581235) 87 | 55 | 148 
25,6/' 95 55 161] 20 90 55 160] 250) 90 | 55 160 
25,6 | 95 60 161 | 27,5 100 60 17,5] 252) 95 | 65 | 15,7 
260; 95 60 165] 27,5 | 102 62 17,3] 25,6) 94 | 55 | 16,2 
26,5 | 100 60 165] 286 105 63 1811275) 95 60 180 
(28,5 | 10,5 6,6 18,0 27.55 | 96 60 | 179 
24,7 | 91!) 55 | 156] 246| 90) 54 | 156] 23.7 | 85 | 53 | 15,2 


Gruppe qu: Jodthyreoglobulin 
2 I 





1 : 10000000 

23,0 | 80) 50 1501230 85 | 50 145 
48| 90 55 | 158) 232 85 | 55 147 
250 90 56 160/240 90 | 66 150 
255,100 55 1551245 9.0 | 55 | 165 
20 95) 56 1651250 90! 55 | 160 
0 96 55 164/250 90 | 56 | 160 
26,1 | 9.7 /| 58 164] 250. 95 | 60 | 155 
266 | 96) 58 |.170] 255! 93 | 55 | 162 
270 | 100 65 | 1701256 95 | 55 | 161 
280 100 62 180]265 95 | 55 17.0 
80 10,1 60 179]280 104 61 176 
28,5 10,0 60 | 185 

9,5 5,7 | 165 | 263) 93 | 56 | 160 


b] 


Gruppe r: Jodthyreoglobulin 
1 : 100000000 








242! 87) 50 | 155 
260 95 55 | 165 
261 9,0 56 171 
26,5 95 55 | 17,0 
27,5 10,0 60 | 17,5 
27,6 | 106 65 | 17,0 
278 | 98) 58 | 180 
28,0 10,0 60 | 18,0 
28,0 10,5 65 | 17,5 
28,0 108 65 17,2 
28.5 10.2 58 183 
27,1; 9,9 | 59 | 17,2 
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weist lediglich die erste etwas niedrigere GréBenmaBe auf. Die Entwicklung 
der Hinterbeine ist bei Gruppe o und p gegeniiber der Kontrollgruppe nur 
ganz leicht beschleunigt (Anlagen etwas gréBer, auf der Streckseite pig- 
mentiert; eine leichte Kriimmung der Anlage laBt den Beginn einer Diffe- 
renzierung erkennen). Die larvalen Organe sind jedoch noch vollig intakt. 

7. Mai. Die noch lebenden Tiere der Gruppe f sind recht schwichlich, 
so daB sie, um sie fiir die histologische Untersuchung nicht zu verlieren, 
fixiert werden (Nr. 3554: 25mg; Nr. 3566: 27mg; Nr. 3567: 27 mg; 
Nr. 3568: 25mg). Die Tiere sind, wie auch die Gewichtszahlen erkennen 
lassen, durchgehends sehr klein. Ihre larvalen FreBwerkzeuge sind weit- 
gehend zuriickgebildet, der Spiraldarm ist verkiirzt, die Flossensiume 
besonders ventral in der Gegend des Kloakenrohres stark verschmilert, 





i 
{ 
Abb. 4a. Abb. 4b. Abb. 4c. 
| | | 
' 
Abb. 4d. Abb. 4e. Abb. 4f. 


Abb. 4. Versuch 573. 60tagige Kaulquappen. Aufgenommen am 13.5.1922. Natirliche Grofe. 

4a: Gruppe a, Kontrolle. — 4b: Gruppe d. Thyroxin 1: 100000000 (2). — 4c: Gruppe e, Thyroxin 

1:1000000000 (2). — 4d: Gruppe g, Dijodtyrosin 1: 1000000 (2). — 4e: Gruppe h, Dijodtyrosin 
1:10000000 (2). — 4f: Gruppe i, Dijodtyrosin 1:100000000 (2). 


wahrend an den Schwanzspitzen noch keine starke Gewebseinschmelzung 
vor sich gegangen ist. Die Opercularmembran ist bei Nr. 3566 und 3567 
auf der linken Seite durchlocht, so daB der Stummel des linken Vorderbeines 
freiliegt. Die auf der Streckseite dunkel pigmentierten Extremititen- 
anlagen sind in Oberschenkel, Unterschenkel und FuBSplatte gegliedert. 
Die Tiere zeigen also eine ,,Thyreoideawirkung mittleren Grades. 

13. Mai. Die Gruppen a bis k, soweit sie noch vorhanden sind, photo- 
graphiert und gemessen (siehe Tabelle ITI). 

Bei den Thyroxingruppen d und e, insbesondere aber in Gruppe d, 


ist das Kérperwachstum noch immer hinter dem der Kontrollgruppe zu- 
g* 
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Tabelle III. 
* . a N Py + * | f 3 e ins 3 
cot? Ge Ef] 42 GP Hiab) ip EP HEF 
Go ia: 1. are om an | ee | a o- | am | we | i 
: : Gruppe d: “Thyroxin ‘Gruppe e : Thy yroxin 
Gruppe a: Kontrolle 1 : 100.000 000 1: 1000 000 000 


25,0 | 90| 5,5 | 160] 210| 7,7| 46 | 143] 245) 82] 52 | 163 
34,5 | 123) 7,5 | 222] 241) 90) 60 | 15,1] 290 102) 66 | 188 
35,0 | 122/| 70 | 228] 266) 96) 60 | 170]296 105) 69 | 19] 


352/125 | 79 | 227] 275 | 98)| 60 | 177] 314) 115 | 76 | 19.9 
35,5 | 120 7.0 | 23,5] 27,5 | 100) 70 | 17,5] 330! 115| 69 215 
37,5 | 13,0) 7.5 | 245] 205/106 68 | 195] 33,1 | 112) 7,0 | 21,9 
37,5 | 13,4} 80 | 241! 295 | 105 | 66 1901340 116| 69 | 224 


| 
37,6 | 13,0| 80 | 246] 303/110 7,5 | 193] 340 120/| 72 | 220 
38,0 | 13,2| 80 | 248] 315/112) 72 | 203] 350 | 122| 71 | 228 
| 32,6 | 116) 72 | 21,0] 37,0 125) 75 | 245 


35,1 | 123 7,4 | 228] 281 100) 65 | 181] 320/111 | 69 209 








Gruppe g: Dijodtyrosin | Gruppe h: Dijodtyrosin] Gruppe i: Dijodtyrosin 
1: 1000 000 1: 10 000000 1: 100 000 000 
13,5 | 45 34 | 90] 207| 75| 45 | 132] 310/115! 68 | 195 
170) 55 35 | 15] 210 80) 48 130] 320/110 66 | 210 
19,0 | 66 40 | 124] 235) 85/| 52 150/320 110 65 | 210 
220; 80, 50 | 140] 240) 86! 52 1541320 115 70 | 205 
230) 80 50 160] 243) 87! 55 156] 320 115 70 | 205 
23,1) 85 51 146] 27,2 | 102) 60 | 17,0] 321 | 120 7,5 | 201 





254 90 51 164] 292 100/| 61 | 192] 322/116 7,1 | 206 
275 | 95 52 | 180] 295 105 | 62 190] 335 | 120) 70 | 215 
22,0 


| 

286 100) 64 186] 320/113) 66 | 2071340 120 75 | 
| 33,6 | 110 68 226/345 121 7,3 22.4 

34,0 | 120 7,2 | 220 


221 | 7,7| 4,7 | 144] 272] 97 | 58 | 115 32,5 116 | 7,0 | 209 








oer k: J aero 
100 000 


32,5 | a | 7,1 | 21,0 
33,5 115 7,0 | 220 
336/123) 78 | 213 
33.7 105 | 65 | 232 











340/118) 75 222 
35,0 12.0 | 7,5 | 23.0 
35,0 116) 69 234 
35,0 | 120 | 7,2 | 23,0 
35,5 | 12,5 | 7,5 | 23,0 
36,5 12,5. 24.0 
33,4 | 11,7 | 7,2 | 22,7 


riickgeblieben. Noch iiberraschender ist jedoch die nunmehr besonders in der 
erstgenannten Gruppe zutage tretende Hemmung der Entwicklung [vgl. 
Abb. 4a (Gruppe a) mit 4b (Gruppe d) und 4¢ (Gruppe e)]. Wahrend die 
Larven der Kontrollgruppe durchgehends gut gegliedert bis zu 8 mm lange 
Hinterbeine besitzen, sind dieselben bei Gruppe d auf der etwa am 18. April 
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Tabelle IV 
3. fo tg ae | Bed te baal ce 9G) tat ag | we es 
3: ce! ee 82/52] G2) Se be 52 | ge!) Be | EP 
- S= at | ae |S [o* | a= | a4 |e |S | 28 | ee | a 
‘in Gruppe d: Thyroxin Gruppe e: Thyroxin 
as Gruppe a: Kontrolle 1: 100 000 000 1; 1000 000 000 
8'8 25,0; 90) 55 | 160] 211) 82)! 46 | 129] 250! 90) 55 | 160 
9] x240' 120 62 | 120] 265) 96 60 169] 296 | 105 60 191 
9.9 38,0; 12,5 , 7,6 | 255] 280) 97) 60 | 183] 306) 116, 7,1 | 190 
15 29,5 | 105 | 6,7 | 190] 315/115 7,2 200 
19 | 30,6 | 10,5.; 65 | 20,1 | 33,2 | 120) 7,2 | 21,2 
24 31,5 | 10,7 | 7,0 | 208 | 335 | 106) 7,1 | 22,9 
20 32,5 | 116 7,5 | 20,9] 350 115 7,5 | 235 
2's | 32,6 | 11,7) 80 | 209 
15 | | 36,5 | 12.5 | 8,2 | 24,0 mae eee | 
19 | | 29,8 | 105 6,7 | 193] 31,2 109 | 68 | 203 
; Gruppe g: Dijodtyrosin | Gruppe h: Dijodtyrosin | Gruppe i: Dijodtyrosin 
<a 1: 1000 000 1: 10.000 000 1: 100 000 000 
i 15,4 | 52 | 35 | 102] 205| 76; 50 | 129] 340 11,5 7,0 | 225 
5 I 15,6 | 58 32 | 98] 255) 94 66 161] 345 115) 66 | 23,0 
0 | 215 | 85 60 | 13,0] 25,7) 92 60 165] 380 116 7,0 | 204 
0 27,2; 95 62 | 17,7] 260/ 90 57 170] 380) 125) 80 255 
> 27,5 | 96 | 65 | 17,9] 260) 95 16,5 | 39,0) 13,6 82 25,4 
a 29,0 | 10.0 6,1 | 19,0] 265) 96 58 169/225 110) 58 11,5 
il 29,1 | 120 7,7 | 17,1] 298 | 102 62 19,6 |x25,0 11,0/ 59 140 
6 31,0 10,6 | 6,5 | 204] 306 | 106 6,7 | 200 |x«33,0 115 60 225 
5 31,5 | 11,0) 82 | 205] 335 115 7,0 | 220|x350 120) 62 230 
0 A ECA (a 
| 25,3 91! 60 | 162]278/| 98 62 | 180] 36,7 121) 7,3 | 246 
9 
Gruppe p: Jodthyreo- 
globulin 1: 1000000 
312/118 7,0 | 194 
35,0 | 12,2 | 7,7 | 22,8 
35,0 | 130 90 | 220 
35,5 | 12,5 7,4 | 23,0 
36,1 | 12,7 80 | 23,4 
36,3 | 12,6 86 | 23,7 
37,5 | 135 86 | 240 
38,0 13,0 | 81 | 25,0 
38,7 | 14,5 9,1 | 24,2 
39,5 145 9,0 | 25,0 
36,3 | 13,0 83 | 23,3 
erreichten Entwicklungsstufe stehen geblieben. Auch in ihrer Form und 
Pigmentierung zeigen die Kaulquappen dieser Gruppen noch vollig larvales 
; .Aussehen — mehr als die Kontrolltiere. In Gruppe e ist die Entwicklungs- 
‘ hemmung schwiacher ausgeprigt. 
P Sehr stark kommt sie dagegen wieder in den Dijodtyrosingruppen g 
, und h zum Ausdruck, von denen die erstgenannte (siehe Abb. 4d) auch 
eine sehr betrachtliche Wachstumshemmung aufweist. Wiahrend die Tiere 
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Tabelle V. 

Gruppe a: || Gruppe d: Thyroxin | Gruppe e: Thyroxin | Gruppe g: Dijodtyrosin 
Kontrolle | 1 : 100 000 000 H 1 : 1000 000 000 | 1 : 1000 000 
Nr. | mg | Nr. mg Nr. mg | Nr. mg 
3682 121 | 3630 73 ~=6| «= 3639 138 3647 23 
3683 359 3631 163 = 3640 328 3648 26 
3684 215 3632 | 178 3641 272 3649 | 136 

3633 233 =| «63642 310 3650 | 186 

3634 246 3643 222 3651 183 

3635 259 3644 244 =| 3652 223 

3636 386 3645 160 3653 229 

3637 {| 313 3646 146 | 3654 | 353 

3638 | 403 3655 | 393 

Gruppe h: Dijodtyrosin Gruppe i: Dijodtyrosin Gruppe p: Jodthyreoglobulin 
1 : 10. 000 000 1 : 100 000 000 1 : 1000000 

Nr. mg Nr. mg Nr. mg 
3663 104 3673 446 3691 | 241 
3664 139 3674 258 3692 418 
3665 139 3675 366 3693 358 
3666 166 3676 242 3694 366 
3667 222 3677 200 3695 422 
3668 162 3678 175 3696 482 
3669 195 3679 211 3697 473 
3670 240 3680 185 3698 571 
3671 | 270 3681 184 3699 574 
3672 272 | 3700 430 


der Gruppe e noch manche Merkmale zeigen, die, wie die abweichende 
Formung des Kopfes, Hornkieferdefekte und andere, normalen Froschlarven 
nicht zukommen und an die friihere ,,Schilddriisenwirkung“ erinnern, 
gleichen die Kaulquappen der Gruppe h, abgesehen von ihrer geringen 
Gr6éBe, véllig normal entwickelten, typischen neotenischen Froschlarven 
(Abb. 4e). Schwicher st Wachstums- und Entwicklungshemmung in 
Gruppe i (Abb. 4f). Unter den tibrigen Gruppen des Versuchs ist nur bei 
Gruppe k noch eine leichte Beeinflussung des Wachstums, in Gruppe p 
eine Hemmung der Entwicklung zu bemerken. 

Am 22. Mai metamorphosieren die ersten Tiere, und zwar in den 
Gruppen a, o und r. Der Ablauf der Metamorphose in den einzelnen Gruppen 
wurde wie in friiheren Arbeiten wieder in Kurvenform zusammengestellt 
(siehe Kurve 1, deren Verlauf weiter unten noch naher erértert wird). Am 
25. Mai werden aus Gruppe a eine, aus Gruppe e zwei Larven fixiert. 
(Nr. 3627: 240mg; Nr. 3628: 167 mg; Nr. 3629: 175 mg.) 

Am 25. Mai. Die Tiere der Gruppen a, d, e, g, h, i und p werden nochmals 
photographiert und gemessen (siehe Tabelle IV). Sodann werden die einzelnen 
Tiere mit Hilfe der Térsionswage gewogen und zur weiteren histologischen 
Untersuchung fixiert. Die bei der Wagung erhaltenen Werte sind in Tabelle V 
zusammengestellt. 

In der Kontrollgruppe sind am 27. Mai nur noch drei Tiere am Leben 
(siehe Abb. 5a); alle iibrigen sind schon einige Tage vorher zum Landleben 
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Wirkung des Thyroxins. II. 135 
iibergegangen und abgetotet. Bei dem einen der drei Tiere (Nr. 3682) sind 
die Vorderbeine schon seit dem vorangehenden Tage durchgebrochen, bei 
dem zweiten (Nr. 3683) ware der Durchbruch mit Sicherheit in den nachsten 
Tagen erfolgt. Nur das dritte noch lebende Kontrolltier (Nr. 3684) ist 
sowohl im Wachstum wie in seiner Entwicklung stark zuriickgeblieben. 








/ 
Abb. 5a, Abb. 5b. Abb. 5c. 
; 
} 
| 
t 
Abb, 5d. Abb. 5e. Abb. 5f. 
Abb. 5. Versuch 573, 74tagige Kaulquappen. Aufgenommen 
am 27. 5.1922. Natiirliche GréBe. 5a: Grupppe a, Kontrolle. 
— 5b: Gruppe d, Thyroxin 1 : 100000000 (2). — 5c: Gruppe e, 
” Thyroxin 1:1000000000 (2). — 5d: Gruppe g, Dijodtyrosin 
7 1:1000000 (2). — 5e: Gruppe h, Dijodtyrosin 1:10000000 
(2). — 5f: Gruppe i, Dijodtyrosin 1: 100000000 (2x). — 5g: 
Gruppe p, Jodthyreoglobulin 1:1000000 (2). 
Ganz anders ist der Befund in Gruppe d 
(siehe Abb. 5b), in der bis jetzt noch keine 
einzige Kaulquappe zur Verwandlung gekommen 
ist. Das Kérperwachstum hat zwar, wie ein 
Vergleich der MaBzahlen mit jenen vom 18. April 
lehrt, in dieser Zeitperiode Fortschritte ge- 
Abb. 5g. macht, die Entwicklung der Extremitaten ist 


jedoch seit langer Zeit aiuBerlich stehen geblieben, 

so daB die Tiere, mit Ausnahme der beiden gré8ten Larven Nr. 3637 und 

3638 nur ganz kurze Hinterbeine besitzen. Die Variationsbreite zwischen 

gréBtem und kleinstem Tier hat sich betrachtlich vergréBert; sie betragt 
jetzt 15,4mm bzw. 330 mg. 

Geringer ist die Hemmung bei Gruppe e, in welcher zwei Tiere am 

25. Mai die Metamorphose als dufSerlich normal gestaltete Fréschchen 

beendeten. Ein drittes (siehe Abb. 5c, Nr. 3646) metamorphosierte am 
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26. Mai. Bei einem weiteren (Nr. 3645) ist das rechte Vorderbein durch. 
gebrochen. Bei Nr. 3644 und 3643 wire die Metamorphose wohl in wenigen 
Tagen vor sich gegangen. Die iibrigen Tiere (Nr. 3639 bis 3642) sind dagegen 
in ihrer Entwicklung wieder staérker gehemmt. Der GréS8enunterschied 
zwischen gréBtem und kleinstem Tier ist hier geringer als in Gruppe d 
(10,0 mm bzw. 172 mg). 

Um so stirker ist er in der Dijodtyrosingruppe g (16,1 mm bzw. 370 mg), 
in der die Entwicklung der Extremitaten noch starker gehemmt ist wie in 
Gruppe d (siehe Abb. 5d). Die DurchschnittsgréRe ist ebenfalls niedriger. 
Die auffallende Breite des Rumpfes, die bei einigen der Larven die Breite 
des Kopfes betrachtlich iibertrifft, ist nicht etwa durch Bauchwassersucht, 
sondern durch eine extrem starke Ausbildung der Darmspirale bedingt. 

Auch in Gruppe h ist die Entwicklungshemmung betrachtlich (Abb. 5e). 
Die Durchschnittsgr6Be der Tiere ist weit hinter den normalen Werten 
zuriickgeblieben. Die Variationsbreite betragt 13,5 mm bzw. 168mg. Die 
Entwicklung der Extremitiaten ist ebenfalls stark gehemmt; die Hinterbeine 
sind noch ganz klein; nur bei einem einzigen Tier Nr. 3672 sind sie in der 
letzten Zeit stairker gewachsen, so daB bei diesem wohl in etwa 8 Tagen der 
Durchtritt der Vorderbeine zu erwarten wire. Auch hier ist bei einigen 
Larven der Rumpf stark aufgetrieben, aber bei ihnen weniger infolge einer 
iibermaBigen GroBe der Darmspirale als durch Fliissigkeitsansammlung. 

Ganz anders ist der Stand der Entwicklung in der schwachsten Dijod- 
tyrosingruppe i (siehe Abb. 5f), in welcher sich im ganzen schon fiinf Tiere 
zu.gormal ausgebildeten Fréschchen umgewandelt haben und auch die 
iibrigen fiinf kurz vor Beginn der Metamorphose stehen. Die entwicklungs- 
hemmende Wirkung des Dijodtyrosins, die in den Gruppen g und h so 
stark hervortritt, macht sich demnach in dieser Gruppe kaum bemerkbar, 
wie in ihr ja auch der wachstumshemmende Einflu8 von Anfang an nur 
sehr gering war. 

Bei den iibrigen Gruppen haben sich am 27. Mai schon eine Reihe von 
Tieren zu gut ausgebildeten Fréschchen verwandelt. Wie die Ubersicht 
iiber den Durchtritt beider Vorderbeine in Abb. 6 ergibt, setzt die Meta- 
morphose in diesen Gruppen meist einige Tage spater ein als bei der 
Kontrollgruppe. AuBerdem zieht es sich bei ihnen langer hin, bis sich alle 
Tiere verwandelt haben, ohne daB es jedoch zu einer so ausgesprochenen 
Hemmung wie in Gruppe d, e, g und h kame. 

Nur eine Gruppe macht noch eine Ausnahme: die Gruppe p, die unter 
dem EinfluB einer Jodthyreoglobulinlésung 1:1000000 stand und deren 
Tiere einerseits durch ihre GréBe, andererseits durch das Zuriickbleiben 
ihrer Entwicklung auffallen (siehe Abb. 5g). Nur bei einem Tier der Gruppe 
sind die Extremitaten so groB, daB nach etwa 5 Tagen die Metamorphose 
zu erwarten wire. Ob diese Hemmung der Entwicklung in ursichlichem 
Zusammenhang mit der Einwirkung des Jodthyreoglobulins steht, vermag 
ich nicht zu entscheiden; die Méglichkeit mu8B zugegeben werden, da auch 
in der nachfolgenden Gruppe der Eintritt der Metamorphose verzégert ist, 
wenn auch lange nicht so stark. 


Ergebnisse des Versuchs 573. 

1. Durch die zweimalige Einwirkung einer Thyroxinlésung in der 
Verdiinnung von 1: 1000000 auf junge, zwélftdgige Froschlarven von 
Rana temporaria werden in wenigen Tagen die charakteristischen Merk- 
male einer Schilddriisenfiitterung hervorgerufen. 
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2. Das gleiche ist bei einer Lésung von 1: 10000000 der Fall. Der 
Schilddriiseneffekt tritt hier unter sonst gleichen Bedingungen, jedoch 
langsamer und weniger stiirmisch ein. Die entwicklungsbeschleunigend: 
Wirkung kommt dadurch stdrker zur Geltung als bei Einwirkung von 
Lésungen héherer Konzentration. 

3. Bei noch schwiicherer Konzentration der Lésung (1: 100000000) 
und gleicher Einwirkungsweise wird anfinglich die Entwicklung der 
Extremititen noch leicht beschleunigt. Nach einiger Zeit tritt jedoch ein 
Stillstand ein, der schlieBlich sogar zu einer betrichtlichen Entwicklungs- 
hemmung fiihrt, die sich in einer Verzégerung der Metamorphose auswirk. 
Die Riickbildung der larvalen Organe ist nur sehr unvollkommen, so da/} 
diese Tiere schlieBlich das Aupere neotenischer Larven zeigen. Das 
Wachstum ist anfdanglich nur leicht gehemmt. Allmdhlich bleibt die Durch- 
schnittsgrope der Tiere infolge des verlangsamten Wachstums jedoch 
immer stdrker zuriick, bis etwa 14% Monate nach der Einwirkung eine 
Durchschnittsdifferenz von 16mm erreicht ist. Im weiteren Verlauf: 
verringert sich dieser Unterschied infolge des fortdauernden, wenn auch 
verlangsamten Wachstums der Versuchstiere, zuwmal ja auch das Wachstum 
der normalen Vergleichstiere nach Erreichen eines bestimmten Maximal. 
punktes Halt macht. 

4. Die Variationsbreite zwischen grépten und kleinsten Tieren 
einer Gruppe wird durch die Einwirkung stark verdiinnter Thyroxin- 
lésungen (1: 100000000) wesenilich erhéht. Die individuellen Unter- 
schiede in der Empfdnglichkeit fiir Thyroxin treten bei Einwirkung 
schwichster Lésungen viel deutlicher hervor als bei stdrkeren. 

5. Selbst in einer Verdiinnung von 1 : 1000000000 iibt das Thyroxin 
noch einen leichten EinfluB aus, der in einer Hemmung des Wachstums 
und einer leichten Verzdgerung der Metamorphose zum Ausdruck kommt. 

6. Bei einem Vergleich zwischen Thyroxin und Dijodtyrosin zeigt 
sich das erstere betrdchtlich iiberlegen. Der ,,Schilddriiseneffekt tritt 
nach dessen Einwirkung sowohl rascher wie auch stdrker hervor. Unter 
den vorliegenden Bedingungen entspricht die Wirkung einer Thyroxin- 
lésung von 1: 10000000 j2ner einer Dijodtyrosinlésung von 1 : 100000. 
Abgesehen vom Unterschiede der nétigen Konzentration der Lésungen 
stimmen die durch beide Substanzen hervorgerufenen Vertnderungen 
duperlich iiberein. 

7. Nach Einwirkung einer Dijodtyrosinlésung von 1: 1000000 und 
1: 10000000 kommt es auch hier nach einer anfdnglichen leichten Ent- 
wicklungsbeschleunigung zu einer Entwicklungs- wie Wachstumshemmung. 

8. Die Wirkung von Jodothyrin und Jodthyreoglobulin ist der des 
Thyroxins betrdchtlich unterlegen. In einer Konzentration von 1 : 100000 
veranlassen sie unter den vorliegenden Versuchsbedingungen nur kurz 
nach der Einwirkung eine geringe Entwicklungsbeschleunigung. Der 
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| Ahblauf der Metamorphose erscheint bei dieser wie der nédchstfolgenden 


Verdiinnung etwas hinausgezdgert. Das Wachstum wird nicht wesentlich 
heeinflupt. 
9. Thyroxin wie Dijodtyrosin kann bei gleicher Einwirkungsweise 


je nach dem Grade der Verdiinnung entgegengesetzte Wirkungen hervor- 
rufen. Der kritische Punkt, an dem die Umkehr der Wirkung eintritt, 
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wird, abgesehen von der Konzentration, auch durch die Zeitdauer und 
die Zahl der Einwirkungen beeinfluft. 


Versuch 583. 


Material: wie bei Versuch 573. Die Larven wurden bis zu Versuchs- 
beginn bei leicht flieBendem Wasser in einem grofen, mit Kies belegten 
Aquarium gehalten, in dem sich reichlich Quellmoos befindet. Zur Er- 
nihrung der Tiere werden Froschschenkel in das Wasser gehangt. 

Beginn des Versuchs: 2. Mai1l922. Alter der Tiere: 48 Tage. 

Entwicklungsstadium: GroBe, kraftige Tiere mit voll ausgebildeten 
larvalen Organen. Die Anlagen der Hinterbeine sind zwar noch klein 
(Lange 1 bis 1,5 mm) aber bereits in FuBplatte, Unter- und Oberschenkel 
gegliedert. 

Anzahl der Tiere: 17 Gruppen zu je 12 Tieren. 


Versuchsanordnung. 
Gruppe a: Kontrolle: Muskel und Pflanzen. 


a Ri PMWOKM 5 ieee 5 ca ES 1000000 
” ec: ry ] 10000000 
” d: 9 1: 100000000 
” e: ” . 1: 1000000000 
re f: Dijodtyrosin ] 100000 
” g: ” 1 1000000 
” h: vs 1: 10000000 
” i: »» 1: 100000000 
* k: Jodothyrin . 1 100000 
” I: vs 1 1000000 
: m: es 1 10000000 
” n: ” PI ae 1: 100000000 
€ o: Jodthyreoglobulin. l 100000 
” p: ” 1 1000000 
” qu: ae Pen gemare sweet 
* r: + . . . + I: 100000000 


Die Einwirkung der Lésungen erfolgt wie in Versuch 573 zweimal, und 
zwar das erste Mal fiir 48 Stunden, das zweite Mal nur fiir die Dauer von 
24 Stunden. Die Wassermenge betragt an diesen Tagen in den Schalen je 
500 cem, wahrend der ganzen iibrigen Versuchsdauer 1000 cem. Die Tiere 
simtlicher Gruppen werden gleichmaBig mit gekochtem Froschmuskel, 
Salat und Quellmoos gefiittert. Das Wasser der Schalen wird im allgemeinen 
an jedem dritten Tag erneuert. 

2. Mai. Erste Einwirkung der Lésungen. — 4. Mai. Wasserwechsel. — 
6. Mai. Zweite Einwirkung der Liésungen. Sowohl in Gruppe b wie c¢ 
machen sich bereits typische Symptome der Schilddriisenwirkung bemerkbar, 
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besonders in Gruppe b fallt eine starke Verschmalerung des Rumpfes und 
der Flossensitume auf. An der Schwanzspitze beginnt die Gewebsein. 
schmelzung. Die Entwicklung der Extremitaten ist beschleunigt. In Gruppe ¢ 
sind die Symptome schwacher. 

7. Mai. Wasserwechsel. Rasche Steigerung der Schilddriisenwirkung 
in Gruppe b. Die Einschmelzung des Schwanzes macht rapide Fortschritte. 
Die Hornkiefer sind bei allen Tieren der Gruppe abgeworfen, die Lippen, 
Papillen usw. stark reduziert. Ein Tier der Gruppe ist tot. 


8. Mai. Weitere Verstarkung der Thyroxinwirkung in Gruppe b. Uber F neide ¥ 
' belae 


das Aussehen der Tiere orientiert Abb. 6a, aus der die starke Einschmelzung 
des Schwanzes deutlich hervorgeht. Bei drei Tieren ist das linke Vorderbein 
infolge der Resorption des Operculums sichtbar geworden. Der Kopf ist 
stark froschihnlich verindert. Das 6dematése Aussehen der Tiere hangt 
wohl damit zusammen, daB die in dem auBerordentlich wasserreichen Gewebe 
der Froschlarve enthaltene Fliissigkeit bei -der iiberstiirzten Reduktion 


v9 


Abb. 7a. 


Abb. 7b. Abb. 7c. Abb. 8b. Abb. 8a. 


Abb. 7. Versuch 583. 54tiagige Kaulquappen (rana temporaria). Versuchsbeginn 2.5, 1922. Auf: 

genommen am 8. 5. 1922. Natiirliche Grofe. — 7a: Gruppe b, Thyroxin 1:1000000 (2). — 7b 

Gruppe c, Thyroxin 1:10000000. (2). — 7c: Gruppe b. Vergréferung 1:4. G=Geallenblase, 
D = Darm, K = innere Kiemen, L = Leber, VE = Vordere Extremitit. 


Abb.8. Versuch 583. 61 tigige Tiere. Versuchsbeginn 2. 5.1922. Aufgenommen am 15. 5. 1922. 
VergroBerung 1:2. — 8a: Gruppe a, Kontrolle. — 8b: Gruppe c, Thyroxin 1:10000000 (2). 


nicht rasch genug ausgeschieden werden kann. Den EinfluB auf die Bauch- 
organe zeigt Abb. 7c, die nach Wegnahme der Bauchdecken bei vierfacher 
VergroBerung besonders an der stark verkleinerten Darmspirale und der 
iibermaBig stark gefiillten Gallenblase die charakteristische Schilddriisen- 
wirkung erkennen l48t. Schwicher als in Gruppe b ist die Wirkung in 
Gruppe ¢ (siehe Abb. 7b). Die Einschmelzungsprozesse verlaufen hier 
langsamer. Bis zum Abend sind fiinf Tiere der Gruppe b gestorben. Die 
iibrigen sind sehr schwachlich und werden daher zur weiteren Untersuchung 
fixiert (Nr. 3557 bis 3561; dazu zum Vergleich aus der Gruppe a: Nr. 3562 
bis 3564). 

9. Mai. Die Tiere der Gruppe c haben die Hornkiefer abgeworfen. Die 
Reduktionsprozesse schreiten fort. Ein Tier ist tot. 

10. Mai. Bei vier Tieren der Gruppe c ist das linke Vorderbein durch- 
gebrochen, bei einem weiteren rechtes und linkes. Die Extremititen sind 
groBer und besser differenziert als die der Kontrolltiere. Die Ruderschwanze 
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| 





} sind stark verkleinert, aber noch nicht so stark wie es zwei Tage friiher bei 


den Tieren der Gruppe b der Fall war. Die Tiere sind sehr sauerstoff- 


| bediirftig. Ihre Pigmentierung ist ganz froschahnlich geworden. Fixierung 


eines Tieres der Gruppec: Nr. 3565. 
11. Mai. In Gruppe c sind zwei Tiere tot. Das linke Vorderbein ist 


f nunmehr bei allen Tieren, bis auf zwei, zum Vorschein gekommen; bei 


dreien ist auch das rechte durchgebrochen. In der Nacht sterben weitere 
fiinf Tiere. 

13. Mai. In Gruppe c leben noch drei Tiere; bei einem derselben sind 
beide Vorderbeine, bei den zwei anderen nur das linke frei. 

14. Mai. Gruppec: ein Tier mit zwei freien Vorderbeinen tot. In 


| Gruppe d ist die Entwicklung der Extremitaten beschleunigt. Die larvalen 


Merkmale sind jedoch nicht beeinfluBt. In Gruppe e ist keine besondere 
Wirkung zu erkennen. In Gruppe f ist eine leichte Beschleunigung der 
Extremitatenentwicklung festzustellen, ebenso in Gruppe 0; die larvalen 
Organe sind aber noch voll entwickelt. In den tibrigen Gruppen ist nichts 
Wesentliches zu erkennen. 

15. Mai. Bei den zwei letzten Tieren der Gruppe c sind beide Vorderbeine 
frei sichtbar. Das eine Fréschchen stirbt im Laufe des Vormittags; 


Tabelle VI. 











Gruppe a | Gruppe d Gruppe e Gruppe f | Gruppe g Gruppe h | Gruppe i 























| Thyroxin Dijodtyrosin 
vw on 1:1000000000) 1:100000 | 1:1000000  1:10000000 | 1:100000000 

29,5 | 26,9 31,2 2990 | 270 | 265 27,0 
296 | 271 | 312 296 | 279 | 294 | 271 
305 | 272 31.5 30.0 | 286 2995 | 280 
30,5 | 272 319 |, 302 | 2992 | 295 | 286 
310 | 282 | 320 305 28 | 295 | 295 
314 | 287 | 325 310 | 300 | 300 | 304 
31,6 | 296 335 || 310 | 301 | 300 | 305 
320 | 301 | 342 314 | 306 301 | 315 
32,5 | 30,0 i 328 | 308 | 31,5 31,6 
32.5 | | | 31,5 315 | 

310 | 21 | 320 | 306 | 296 29,8 29,3 
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Gruppe k | Gruppe | | Gruppe m | Gruppen | Gruppe o | Gruppe p Gruppe qu Gruppe r 

















sodothysin 2 _ en 
1100000 | 1:1.000000 1 :10000 000 |1 : 100 000 000) 1: 100000 | 1:1000.000 | 1 :10000.000 | 1: 100.000 000 
= spr aggeaaet — =e _ TT SS > —— ————————————_—— = —— 
28,0 29,0 27,5 285 | 260 270 | 290 | 285 
28,2 30,6 28,8 29,1 27,5-| 27,6 | 200 | 28,7 
28,7 | 31,0 29,2 29,2 28,1 | 201 | 296 | 290 
238 | 31,2 30,0 298 | 209 | 295 | 206 | 290 
290 | 312 30,0 30,0 30,0 296 | 300 | 292 
290 | 315 | 300 | 305 30,1 30,1 30,4 | 293 
30,0 320 305 | 306 | 305 30,1 305 | 30,2 
30.0 32,1 31,7 | 320 | 31,0 30,5 | 30,7 | 31,6 
ee eee ee 30,7 | 310 | 318 
: | 325 | 326 | | 315 | 
29,1 | 314 | 30,1 29,9 291 | 293 | 301 29,7 
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das zweite (Nr. 3569) wird vor der Fixierung zusammen mit einer Kontro|!. 
larve bei zweifacher VergréBerung photographiert (vgl. Abb. 7a und }b), 
Die Entwicklung der Extremitaten ist wesentlich beschleunigt. Die Ab. 
bildung 1aBt auch die froschihnliche Umbildung des Kopfes und das auf. 
gedunsene Aussehen des Tieres deutlich erkennen. In Gruppe d ist dagegen 
von dieser resorptiven Wirkung nichts zu beobachten; es besteht lediglich 
eine geringe Beschleunigung der Extremitiatenentwicklung. Auch das 
Wachstum zeigt keine nennenswerte Beeinflussung. 

20. Mai. Samtliche Gruppen werden photographiert und gemessen., 

Die Unterschiede in der Gesamtlinge sind demnach zwischen den 
einzelnen Gruppen nur gering, so daB ich ihnen kein besonderes Gewicht 
beilegen méchte. Nur in Gruppe d sind die Tiere etwas kleiner. Auch die 
RumpfmaBe zeigen keine wesentlichen Differenzen, weshalb auf ihre 
Wiedergabe verzichtet wurde. Ahnlich steht es hinsichtlich der Entwicklung, 
die in den noch vorhandenen Gruppen ziemlich gleichmaBig ist. In allen 
Gruppen besitzen zwei bis vier Kaulquappen groBe, in Sprungstellung 
stehende Hinterbeine, wihrend die tibrigen in der Entwicklung noch weiter 
zuriick sind. In den Gruppend und o sind bei zweien die Vorderbeine 
durehgebrochen, in Gruppe e, f, h, k, n und r hat sich je ein Tier verwandelt. 
Die MaBe dieser metamorphosierten Tiere sind in Tabelle VI nicht mit auf- 
gefiihrt. Es ware jedoch verfehlt, daraus auf eine in diesen Gruppen be- 
stehende Entwicklungsbeschleunigung zu schlieBen, da in den niachsten 
Tagen auch in den iibrigen Gruppen ein Teil der Tiere metamorphosiert. 
Die nachfolgende Abb. 9, in welcher die von 20. Mai bis 3. Juni statt- 
findenden Metamorphosen eingetragen sind, zeigt vielmehr, da®B héchstens 
in Gruppe d, e und | eine leichte Beschleunigung festzustellen ist. Gerade 
das Verhalten der Gruppe | laBt es aber méglich erscheinen, daB bei diesen 
kleineren Schwankungen zufallige individuelle Unterschiede mit beteiligt 
sind, Eher kénnte man in Gruppe i und r eine leichte Verzégerung annehmen, 
obwohl auch diese Unterschiede sehr geringfiigig sind. 


Ergebnisse des Versuchs 583. 

1. Die zweimalige Einwirkung einer Thyroxinlésung 1: 1000000 
auf dltere Rana temporaria-Larven (48 Tage alt) verursacht in kiirzester 
Zeit Entwicklungsbeschleunigung, Wachstumshemmung und Abbau larvaler 
Organe. 

2. Kine Thyroxinlésung von 1: 10000000 wirkt unter gleichen 
Versuchsbedingungen ebenfalls noch sehr stark spezifisch, aber langsamer. 

3. Durch eine Verdiinnung von 1: 100000000 wird noch leicht: 
Entwicklungsbeschleunigung hervorgerufen. Das Wachstum wird nicht 
beeintluft. 

4. Kine Verdiinnung von 1 : 1000000000 hat unter den vorliegenden 
Versuchsbedingungen keinen wesentlichen Einfluf. 

5. Dijodtyrosin, Jodothyrin und Jodthyreoglobulin veranlassen nach 
zweimaliger Einwirkung auf 48tdgige Froschlarven in einer Verdiinnuny 
von 1:100000 ganz geringe Entwicklungsheschleunigung, ohne daj 
jedoch die spiiter folgende Metamorphose beeinfluBt wird. Das Wachstum 
wird in leichtem Grade gehemmt. 
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“ ll. 6. In einer Konzentration von i: 1000000 und schwiicher rufen 
1 b be " Y S Md . . 
‘a Me letzigenannten Substanzen bei der vorliegenden Art der’ Einwirkung 
s aut. Be heine wesentlichen und charakteristischen Verdnderungen hervor. 
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1: 1000000 
Gruppe m: Jodothyrin 
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Gruppe n: Jodotbyrin 
MOO) 1:100000000 
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aler ; 
Gruppe p: Jodthyreoglobulin 
1: 1000000 
then Gruppe qu: Jodthyreoglobulin 
- 1:10000000 
r. 
Gruppe r: Jodthyreoglobulin 
chle 1: 100000000 
. 
cht { Abb. 9. Der Durchbruch beider Vorderbeine ist in der Kurve durch eine Zacke 
i dargestellt. Bricht dagegen, wie es z.K. in Gruppe b der Fall ist, nur eines der 
] ; beiden Vorderbeine durch, so ist statt dessen eine Senkrechte eingezeichnet. 
men § Aus der auf der Zacke bzw. Senkrechten eingetragenen Anzahl von Punkten ist 
; die Zahi der an dem betreffenden Tage metamorphosierten Tiere abzulesen. 
ach 
ing Versuchsprotokoll Nr. 582. 
lays Material: Rana temporaria-Larven aus einem am 10. April 1922 
um { abgelegten Laichballen geziichtet. 





Beginn des Versuchs: 20. April 1922. Alter der Tiere: 10 Tage. 
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Entwicklunasstadium: Die auBeren Kiemen sind eben iiberwachsen 
die Aftermembran noch nicht durchgebrochen. Die Extremititenanlagen 
sind noch nicht sichtbar. 


Anzahl der Tiere: Vier Gruppen zu je 25 Tieren. 


Versuchsanordnung. 
Gruppe a: Kontrolle. 
» b: Thyroxm ....... . 1:5000000000 
» ¢: Jodthyreoglobulin. . . . 1:5000000000 
» 4d: Dijodtyrosin . ... . . 1:5000000000 


Die Tiere befinden sich vom 20. April ab staéndig in 1000 cem dieser 
Lésungen; dieselben werden dadurch bereitet, daB jeden dritten Tag un- 
mittelbar nach dem Wasserwechsel den betreffenden Schalen je 2 cem der 
entsprechend verdiinnten Stammlésungen zugesetzt werden. Die Ein- 
wirkung erfolgt im ganzen 25mal. Im iibrigen werden die Tiere saimtlicher 

sruppen gleichmaBig mit Fleisch und Quellmoos gefiittert. 

20. April. Beginn. — 21. April. Die Kloakenmembran ist bei allen 
Tieren durchgebrochen. — 25. April. Die Extremititenanlagen sind mit 
der Lupe als kleine weiBliche Verdickungen zu erkennen. 

2. Mai. Von jeder Gruppe werden fiinf Tiere weggenommen und zum 
Teil fixiert (Gruppe a: Nr. 3534 bis 3538; Gruppe b: Nr. 3539 bis 3543; 
Gruppe ec: Nr. 3544 bis 3547; Gruppe d: Nr. 3548 bis 3551). Irgendwelche 
Unterschiede sind auch bei Lupenbetrachtung noch nicht zu erkennen. 

6. Mai. Die Tiere der Gruppe b sehen etwas gréBer aus. Aus Gruppe a 
und b wird je ein Tier fixiert (Nr. 3552 und 3553). 

13. Mai. Die Kaulquappen der einzelnen Versuche werden photo- 
graphiert und gemessen (siehe Tabelle VII). 

Danach sind Durchschnitts- wie auch Einzelma8e der Larven in Gruppe b 
etwas héher als in den iibrigen Gruppen. Der Unterschied ist jedoch noch 
sehr gering, so daB er, wenn er durch die spiteren Messungen nicht in ver- 
starktem MaBe bestitigt wiirde, zurzeit auch zufalliger Natur sein kénnte. — 
20. Mai. Befund unverandert. 

Am 27. Mai werden die einzelnen Gruppen wieder photographiert und 
gemessen (siehe Tabelle VIII). 

Die Kaulquappen der Gruppe b iibertreffen die iibrigen Larven an 
GréBe. Auch die Extremitétenanlagen sind in dieser Gruppe um durch- 
schnittlich 0,5 mm langer. Sie zeigen den Beginn einer Gliederung in Ober- 
schenkel und Unterschenkel, wahrend die der iibrigen Gruppen noch etwa 
0,5 bis 1mm lange undifferenzierte Anlagen darstellen. Die Anzahl der 
Tiere wird in samtlichen Gruppen durch Entfernung der kleinsten Tiere 
gleichmaBig auf je 13 vermindert. 

2. Juni. Die Tiere der Gruppe b sind noch immer gréBer wie auch 
weiter entwickelt als die der iibrigen Gruppen, ohne daB sie jedoch vom 
typischen Aussehen normaler Larven abweichen wiirden. 

12. Juni. Bei einem Tier der Gruppe b sind beide Vorderbeine durch- 
gebrochen; das Fréschchen ist véllig normal entwickelt. Ein Teil der 
Kontrolltiere macht einen schwichlichen Eindruck. 

15. Juni. In Gruppe b haben sich zwei weitere Tiere verwandelt; in 
Gruppe d eins. — 17. Juni. Gruppeb: ein Tier metamorphosiert. — 
18. Juni. Desgleichen. Aus Gruppe a, b und d werden einige Tiere zur 

histologischen Untersuchung fixiert (Gruppea: Nr. 3814; Gruppe b: 
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en Tabelle VII. 
lagen 
de | é 2 
ge | sB: +; 
| H | 1 a a L : 
Gru c: G : ‘ 
Gruppe b: Thyroxin Jedtheronsaiobelin Diodeyrcsin 3 
Gruppe a: Kontrolle 1 : 5.000 000 000 1 : 5.000 000 000 1: 5.000 000 000 . 
180 65 115] 190) 7,0 120] 190 73 | 11,7] 180) 65 | 11,5 is 
180 7,0 11,0) 196 7,6 | 12,0] 19,1 | 7,1 | 1207180)! 7,0 | 11,0 
4 18,5 7,0 11,5] 200) 7,0 13,0] 196 |) 7,5 | 12,1] 185) 7,0 | 11,5 
; : 195 74 | 12,1] 206) 7,8 | 128)196 7,5 | 12,1] 186) 70 | 116 
lieser 20.0 7,5 12,5] 20,7 | 8,0 | 12,7 | 20,0 7,5 | 12,5] 190 7,0 | 120 
z un- 20,5 | 7,4 | 13,1 | 20,7 | 8,0 | 12,7] 200 7,7 | 123]}190)| 7,0 | 120 
n der 206 7,5 13,1] 210) 80 | 130] 205 7,5 | 13,0] 190) 7,0 | 120 
Ein- | 206 80 126] 21,0 80 | 130] 205 7,5 130] 192) 70 | 122 
icher 20,7 7,5 | 13,2] 210) 80 | 130] 205 80 | 125]192)| 70 12,2 
20,8 7,9 | 12,9] 210) 80 13,0] 20.7 7,6 | 1317195 7,5 120 
idllen 210 7,4 | 13,6} 21,0) 82 128) 21,0 7,9 | 13,1) 196 | 7,1 125 3 
fon iB 210 7,5 | 13,5] 21,0) 85 | 12,5] 210) 80 | 13,0] 200; 75 125 | 
mit 21,5 | 7,5 | 140] 21,1 | 7,6 | 13,5] 21.0 81 | 12,9] 203 7,7 126 5 
i 21,5 81 | 13,4] 212 | 80 | 13,2] 21,1 | 7,7 | 134] 205 | 7,5 13,0 A 
zum 216 82 13,4] 21,5 | 80 | 13,5] 213 80 | 133] 205 7,6 12,9 fa 
543; 216 83 | 13,3] 21,5 | 81 13,4] 216) 80 | 136] 210, 7,6 134 : 
alehe 220 80 | 14,0] 21,6) 80 | 13,6] 220) 85 135] 215 76 13,9 i 
nen. & 22,1 80 | 14,1 | 22.8 | 92 | 13,6] 22,0 /| 86 | 13,4] 215, 80 13,5 ai 
ype a 20,5 | 7,6 | 129] 209) 7,9 | 129] 205 | 7,7 128]196 7,2 124 : ! 
4 
ini. Tabelle VIII. i 
Ss N * N ~ j N * N $ 
a Se < & r) | 5 = : | Se = <= fe it 
pebt 92 Fe £2) G2 #8 22) 32 FS) 52) 52 52 22 
.. So |e |S 1S" | a= | a* | 54) 28 | So" 1 OF | 28 1S ii 
2, Gruppe c: Gruppe d: : 
Gruppe b: Thyroxin Jodthyreoglobulin Dijodtyrosin : 
Gruppe a: Kontrolle 1 : 5.000 000 000 1 : 5.000 000 000 1 : 5.000 000 000 2 i: 
und 245 9,0 | 155] 260 90) 17,0] 245 > 90) 155] 230; 90) 140 at 
25,0; 93 15,7] 260 95 | 165] 250 86 1641232 90) 142 
an 25,2 | 9,5 | 15,7 | 26,0 | 100 | 160] 2560 95 | 155] 242) 85 15,7 f 
rch- 25,5 | 9,5 160] 260 100 160) 255 95 160] 245 90 15,5 i 
ber- 25,5 | 95 16,0] 27,0 103 16,7] 255 96 159/245 > 90 155 
= 25,5 | 9,6 | 15,9 | 27,0 10,4 | 166] 255 100 155] 246, 90 156 4 i 
ie 25,5 | 98 | 15,7] 27,5 10,2 | 17,3] 258 9,0 168] 250 92 158 oi 
" 260 | 9,7 163] 280 10,7 | 173] 260 90 170] 25,0 92) 158 : 
vad 26,5 | 10,0 165] 282 105 17,7] 260 9,0 1701255 95 160 yf 
27,0 | 10,0 17,0 | 28,2 106 17,6] 26,0 91 | 169] 260 98 162 +) 
uch 27,0 10,2 168] 285 10,1 | 184] 260 96 16,2] 261 91 17,0 as 
rom ff 27,5 | 10,2 | 17,3 | 28,5 10,5 | 18,0] 260 98 | 16,4] 266 10,1 16,5 ae 
28,0 | 10,1 | 17,9 | 29,0 | 10,8 | 18,2] 26,1 9,7 164] 27,0 10,0 17,0 
ch- Ff 29,0 11,0 | 18,0] 26,2 9,6 | 16,6 | 27,6 | 10,0 | 17,6 
der | 29,0 11,0 180] 265 96 16,9] 28,5 100 185 : 
| 27,2 | 9,6 | 17,6 t 
-in ff 26,0 | 9,7 | 16,3 | 27,5 | 10,3 | 17,2] 258| 94 164] 254! 93 | 16) 
late | Nr. 3815; Gruppe d: Nr. 3816 und 3817; das letztere Tier steht unmittelbar 7) 
“% } vor der Metamorphose; es ist in Kurve 3 als am 19. metamorphosiert ein- ey 
; getragen). \ : 
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20. Juni. Die noch vorhandenen Kaulquappen werden einschlieBlich 
der tags vorher metamorphosierten Fréschchen photographiert. Die Matic 
der Tiere sind in Tabelle [IX zusammengestellt. Bei den mit einem x 
bezeichneten Tieren sind die Vorderbeine durchgebrochen. Da ihre Grote 
infolge der Riickbildungsvorgiange mehr oder weniger reduziert ist, so bleiben 
deren MaBe bei der Ermittlung der Durchschnittsziffern unberiicksichtigt. 

Die Tiere der Gruppe b stehen hinsichtlich ihrer KérpergréBe also 
auch jetzt noch an erster Stelle. Dann folgt Gruppec, wahrend das 
Wachstum der Gruppe d hinter dem der Kontrolle zuriickgeblieben ist. 
Was die Entwicklung anbelangt, so ist auch hierin die Gruppe b den iibrigen 
Gruppen des Versuchs tiberlegen. Die kraftig gebauten Thyroxintiere 
zeigen im tibrigen normale Proportionen und lassen die bei der Einwirkung 
starker Thyroxindosen auftretenden MiSbildungen véllig vermissen. Ge- 
ringer ist der férdernde Einflu8 in Gruppe c und d, obwohl auch in diesen 


die Entwicklung weiter fortgeschritten ist als in der Kontrollgruppe, 
in der die tiberwiegende Zahl der Tiere noch ganz kleine, 1 bis 3 mm grobe 


Extremitatenanlagen besitzt. 
































Tabelle IX. 
Gesamt- | Rumpf- | Rumpf- | Schwanzs Gosemte | Rumpf- Rumpf- | ‘Schwanz. 
lange | lange | breite | lange lange lange breite | lange 
Gruppe b: “Thyroxin 
Gruppe a: Kontrolle 1: 5 000 000 000 
28,6 10,0 60 | 186 | x230; 110 5,5 12,0 
28,6 102 | 62 | 184 | 250 / 110 5,5 14,0 
293 | 1005 | 70 | 188 310 105 6,7 20,5 
295 | 11,0 69 = 18,5 32,7 | 115 7,0 | 212 
x 29,5 105 | 58 | 190 340 110 7,2 23,0 
30,0 102 | 65 | 198 345 | 120 7,5 22.5 
30,5 105 | 63 | 200 35,0 | 120 7,2 23.0 
31,0 105 | 65 20,5 
32,7 115 | 7,0 21,2 | 
33,4 1220 | 67 21,4 
35,0 120 | 7,5 23,0 
30.9 | 109 | 67 | 200 Sa; na | 3% 1 S0 
Gruppe c: Jodthyreoglobulin Gruppe d: Dijodtyrosin 
1 : 5 000 000 000 1: § 000 000 000 
290 | 102 | 60 | 188 | 255 | 100 57 | 155 
x306 | 107 | 65 | 199 | x26) 105 60 | 15,1 
310 | 106 | 70 | 24 x 27,0 10,0 60 | 17,0 
322 WS | 67 20,7 27,2 100 | 62 | 17;2 
32,2 | 110 | 7,0 21,2 27,2 | 105 67° | 167 
x326 UO 65 21,6 27,2 00 | 65 | 172 
33,0 | 11,0 6,5 22,0 232} 100 | 60. /| 182 
30 | HS | 7,2 21,5 28,7 105 | 68 | 182 
3440 | 106 | 67 23,4 29,6 110 | 66 | 190 
35,0 120 | 67 23,0 30,0 8 |. 72 | 6 
350 | 114 | 70 23,6 
35,5 115 | 68 24,0 
329 | Hl | 47 21,8 23 | 104 | 65 | 17,9 





Der Zeitpunkt des Durchbruches der Vorderbeine ist in Abb. 10 iiber- 
sichtlich zusammengestellt. Der Umstand, da8 in der Kontrollgruppe bei 
Abbruch des Versuchs am 12. Juli 1922 noch sechs in der Entwicklung 
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stark zuriickgebliebene Larven leben, deutet darauf hin, daB die zu dem 
Versuche benutzten Tiere im allgemeinen in ihrer Entwicklung etwas 
gehemmt waren und Neigung zu Neotenie hatten. Vielleicht hingt das 
damit zusammen, da8 die Tiere einem Spiatlaich entstammen. Um so deut- 
licher kommt die entwicklungsanreizende Wirkung der in den iibrigen 
Gruppen zur Einwirkung gelangten Substanzen, insbesondere des Thyroxins, 


gum Ausdruck. 
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Abb. 10, 











Zur histologischen Untersuchung werden am 20. Juni aus Gruppe a 
das am 19. Juni metamorphosierte Fréschchen Nr. 3818, das unmittelbar 
vor der Metamorphose stehende und in der Kurve als am 21. Juni meta- 
morphosiert eingetragene Tier Nr. 3819 und eine in der Entwicklung stark 
zurickgebliebene Kaulquappe Nr. 3820 fixiert; aus Gruppe b: die beiden 
tags vorher metamorphosierten Fréschchen Nr. 3821 und 3822 und ein 
weiteres Nr. 3823; aus Gruppe d: Nr. 3824. 


Ergebnisse des Versuchs 582. 


1. Durch die dauernde Einwirkung einer duerst stark verdiinnten 
Thyroxinlisung (Konzentration 1: 5000000000) wird Wachstum und 
Entwicklung von Rana temporaria-Larven giinstig beeinfluft. 

2. Die in dieser Weise erhaltenen Fréschchen sind duferlich voll- 
kommen normal ausgebildet, wohlproportioniert und lebensfahig. 

3. Auch Jodthyreoglobulin und Dijodtyrosin begiinstigen in der 
genannten Konzentration bei dauernder Einwirkung die Entwicklung; 
das Wachstum wird durch Dijodtyrosin jedoch in leichtem Grade gehemmt. 
Jodthyreoglobulin und Dijodtyrosin fordern die Entwicklung auch in diesem 
Falle schwécher als eine Thyroxinlésung der gleichen Konzentration. 


Versuchsprotokoll Nr. 586. 
Material: Rana temporaria-Larven aus einem am 14. April 1922 ab- 
gelegten Laichballen. 
Beginn des Versuchs: 17. Mai 1922. Alter der Tiere: 33 Tage. 
Entwicklungsstadium: GroBe, kraftige Tiere mit 0,5 mm groBen, noch 
vollig undifferenzierten Extremitaétenstummeln. 
Anzahl der Tiere: Sechs Gruppen zu je 12 Tieren. 
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B. Romeis: 


Versuchsanordnung. 
Gruppe a: Kontrolle. 
;, b: Frische Schilddriisen vom Kalb. 
fe oF CTinymomte ss Ses 1: 50000000 
a nas gg neg ay em 1: 100000000 
oy Ot Dijodtyromm | 66 1: 50000000 
ame PEt Serta "sae 1: 1000000 


Die Wassermenge betragt in jeder Schale je 1000 ccm, an den Tagen 
der spezifischen Behandlung aber nur je 500ccm. Die Lésungen wirken 
jeweils 24 Stunden lang ein. Wahrend der iibrigen Zeit werden die Tiere 
gleichmaBig mit gekochtem Muskelfleisch und Quellmoos gefiittert. Die 
frische Schilddriisensubstanz (1g Frischgewicht) wird zur Fiitterung in 
10, bis 15 kleine Stiickchen zerschnitten. Thyroxin und Dijodtyrosin werden 
vorher wie bei Versuch 573 durch Zusatz von etwas NaOH klar gelést. 

17. Mai. Erste Schilddriisenfiitterung und Einwirkung der Lésungen. — 
18. Mai. Wasserwechsel. — 19. Mai. Die Tiere der Gruppe b sind um 
geringes gréBer als die Kontrollkaulquappen. 


i allie 


: 
Abb. lla. Abb. 11b. Abb. llc. 


Abb. 11. Versuch 586. 48 tagige Kaulquappen (rana temporaria). Versuchsbeginn 17. 5. 1922. 
Aufgenommen am 1. 6, 1922. Natiirliche GréBe. 11a: Gruppe a, Kontrolle. — 11b: 
Gruppe b, frische Schilddriise (3). — 11¢: Gruppe c, Thyroxin 1:50000000 (3). 


20. Mai. Zweite Einwirkung von Thyreoidea usw. Wie am 17. bis 
21.'Mai. Wasserwechsel. — 22. Mai. In Gruppe b sind die Larven deutlich 
schmaler geworden; ebenso in Gruppe c. In Gruppe d, e und f noch keine 
Wirkung. 

28. Mai. Die charakteristische Schilddriisenwirkung tritt in Gruppe b 
am starksten hervor; nach ihr folgt Gruppe c und dann d. In Gruppe e 
und f sind die Kaulquappen im Wachstum etwas zuriickgeblieben. 

Dritte spezifische Einwirkung. Dosierung wie oben. — 29. Mai. Wasser- 
wechsel. — 30. Mai. In Gruppe b sind vier Tiere tot. 

1. Juni. In simtlichen Versuchsgruppen sind nunmehr gegeniiber den 
Kontrolltieren Verainderungen zu beobachten, ihre Starke ist aber in den 
einzelnen Gruppen sehr verschieden. Wie die bei der Ausmessung der 
Photographien erhaltenen und in Tabelle X zusammengestellten MaBe 
erweisen, ist das Wachstum in Gruppe b und c am starksten gehemmt 
(vgl. Abb. 8a, b, c), bei Gruppe b durchschnittlich sogar etwas mehr als 
in Gruppe c, da sich in letzterer noch einige kraftige, schwacher beeinfluBte 
Tiere befinden. Bei beiden Gruppen ist die Differenzierung wie das Wachstum 
der Extremitaten deutlich beschleunigt, in Gruppe c starker als in Gruppe b. 
Die Beinanlagen sind daher in Gruppec nicht nur besser differenziert, 
sondern auch gréBer, obwohl die KérpergréBe erheblich unter jener der 
Kontrolltiere liegt. Der Abbau der larvalen Organe ist dagegen in Gruppe b 
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Tabelle X. 











Gesamt- | Rumpfs Rumpfs | Schwanz- ‘Commte “Remgle Rumpf+ | Schwanz- 
Bis lt a breite Pere. wi ——— tinge breite | bre 















Green a: s Spaenolie’ Gruppe b: frische Schilddriise 
25,0 9,5 5,8 15,5 15,2 | 7,2 46 | 80 
25,0 10,0 6,0 15,0 17,6 6,5 | ee ie | 
25,0 10,0 6,2 15,0 18,2 6,5 | 45 | 11,7 
26,3 10,5 60 | 158 19,0 6,7 46 | 123 
26,5 10,0 6,2 16,5 19,3 70 | 46 | ws 
26,5 10,3 61. | 162 19,5 67 |-:48..} 98 
26,6 10,4 6,0 15,9 21,0 Tht Ok : 
27,4 10,0 6,3 17,4 21,0 i Tp ae * Es i 
27,4 10,5 6,0 16,9 i 
28,2 11,0 66 | 17,2 : 
29.0 11,1 68 | 17,9 | 
26,6 108 | 6) | 163 188 | 7,0 46 | 18 








Gruppe c: Thyroxin = d: Thyroxin 
























1: 50.000 600 1: 100 000 000 
16,4 6,2 40 | 102 16,0 60 | 40 | 100 
18,4 6,8 45 | 116 2. | O0 |. 50 |: 3 
18,6 67 45 | 119 22'5 8.6 52 | 139 
18.6 7,0 47 11.6 230 | 85 | 55 | (145 i 
19,6 7,1 4,5 12.5 “0 | 90 | 55 | 150 
21,0 8,0 54 | 130 “0 | 86 | 54 | 154 
23,3 8,0 5,6 15,3 45 90 | 56 15,5 
24.0 8,7 5,9 15,3 24.6 90 | 55 15,6 
24.5 8,5 5,4 16,0 25,0 97 | 60 | 153 
25,0 9,1 62 15,9 26,0 9,5 | 56 | 165 
, 26,0 a7 | 60 | 163 
5,0 13,3 233 | 87 54 | 146 










Gruppe f: Dijodtyrosin 
1: 1000 000 





























| a -{ % | 95 | 58 14,0 
ao | of | 57 | 43 | 286 92 | 60 | 144 
245 | 965 60 | 150 | 241 9,5 60 | 146 
24'6 9.4 56 | 162 | 244 9,5 6,0 14.9 
22 98 62 | 154 | 245 9,0 5,5 15,5 
52 99 57 | 153 | 245 9,6 65 | 149 
260 ©1100 62 | 160 | 250 | 100 59 15,0 a 
265 10.0 62 | 165 | 255 9,8 60 | 15,7 aa 
274 | 104 65 | 170 | 257 98 6,1 15.9 
286 | 10,1 6.2 | 185 | 25,9 9,8 69 | 16) 
29.5 | 10,2 64 193 | 265 | 100 61 | 165 
259 | 98 | 60 | 161 48 | 96 59 | 152 





. weiter vorgeschritten als in Gruppe c; so fehlen den Tieren der erstgenannten : 
durchgehends Hornkiefer, Lippen und Papillen, wihrend in Gruppe ¢ bei qi 
einem Teil der Kaulquappen die larvalen FreBwerkzeuge noch in Fragmenten Be 

vorhanden sind. Zu einer Resorption des Operculums ist es bis jetzt weder 

in Gruppe b noch ec gekommen. 
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Schwicher ist die Wirkung in Gruppe d, deren Tiere im Wachstun, 
zwar ebenfalls gehemmt sind, an den Hornkiefern usw. aber noch keine 
Defekte aufweisen. Trotz dieser geringeren Riickbildung der larvalen 
Organe ist aber auch bei ihnen die Entwicklung der Extremitaten wieder 
deutlich beschleunigt. In den beiden Dijodtyrosingruppen e und f ist dagegen 
lediglich eine leichte Hemmung des Wachstums festzustellen, in Gruppe { 
stirker als ine. Die larvalen Organe sind hier ganz unbeeinfluBt; die Bein- 
anlagen unterscheiden sich, sowohl was Gré8e wie Differenzierung anbelangt . 
nicht wesentlich von der Kontrollgruppe. , 

2. Juni. Vierte spezifische Einwirkung. In Gruppe b sind alle Tiere 
bis auf drei gestorben. Bei allen sind die Larvalorgane in typischer Weise 
stark eingeschmolzen. Die drei iiberlebenden Tiere werden zur spiateren 
vergleichenden histologischen Untersuchung fixiert (Nr. 3701: 54 mg; 
Nr. 3703: 67 mg; Nr. 3704: 69 mg). 


ny 


Abb. 12a. Abb. 12b. 


tN 


Abb. 12c. Abb. 12d. 
Abb. 12. Versuch 586. 61 tigige Tiere (rana Reapssage. cnr an 17. 5, = 
a 


Aufgenommen am 14. 6. 1922 tiirliche GréfBe. — 12a: Gruppe a, Kontrolle. — 12b 
Gruppe c, Thyroxin 1: eee (4X). — 12¢: Gru d, Thyroxin 1:100000000 (4). — 
d: Gruppe e, Dijodtyrosin 1:50000000 (4). 

3. Juni. Wasserwechsel. — 4. Juni. Die Thyreoideasymptome haben 
sich in Gruppe c und d in den letzten Tagen verstarkt. Aus jeder Gruppe 
werden zur weiteren Untersuchung einige der kleinsten und gréBten Tiere 
fixiert. Vorher erfolgt die Bestimmung ihres Kérpergewichts (s. Tabelle X1). 

Der Gewichtsverlust der Thyroxintiere ist demnach sehr bedeutend. 
Aber auch die beiden unter Einwirkung von Dijodtyrosin stehenden Gruppen 
e und f weisen niedrigere Werte auf als die Kontrolltiere. 

11. Juni. Metamorphose eines Tieres in Gruppec. — 12. Juni. Des- 
gleichen. — Am 14. Juni werden wieder simtliche Gruppen photographiert 
und ausgemessen (siehe Tabelle XII). 
















































































































































Wirkung des Thyroxins. II. 
stun Tabelle XI. 
keine = Sera 
valen Nr. Gewicht Nr. | Gewicht Nr. Gewicht 
ieder iota .. TURE GARGEsweners Gann. Rs Rieenaerene Romer. Same 
regen Gruppe c: Thyroxin Gruppe d: Thyroxin 
ppe f Gruppe a: Kontrolle 1:50000000 1; 100000000 
3ein- 3717 | 207 3720. | 39 3724 34 
angt . 3718 221 3721 45 3725 141 
) 8719 | 259 3722 | 108 3726 154 : 
Tiere } 3723 | lll 3 
Feize Gruppe e: Dijodtyrosin] Gruppe f: Dijodtyrosin 
eren 1: 50000000 1: 1000000 
mg; 3727 {| «125 3730 154 
3728 | 192 3731 169 
3729 | 181 732 214 
Tabelle XII. 
¥." oe Ze 8 2 oo | Se 8 3 s. | Se | 3 
Gi Holi bili iii 
an 2m an Figg 3 | 2” ae | a é= av jie | Fs 
Pate, Gruppe ec: Thyroxin Gruppe d: Thyroxin 
Gruppe a: Kontrolle 1 : 50000000 1: 100000000 
30,0 | 11,5 | 80 | 185] 130! 7,6 | 41 | 54] 240| 91| 56 | 149 ' 
33,5 | 11,5] 7,7 | 220) 132) 61 | 35 | 7,1] 241| 91) 57 | 150 a 
33,5 /125/| 80 | 210] 140 65 39 75] 246) 92/57 154 
34,0 | 122) 82 | 218] 164 65 36 99] 265/101 60 15,4 fi 
34,2 | 120 /| 7,9 | 222] 191) 75 45 11,6] 270) 96) 63 17,4 ¢ 
35,0 | 13,0 | 9,0 | 220) 210 7,5 | 4,7 13,5] 27,2) 97) 61 17,5 5 
40.0 134) 84 | 266 . 29,5 | 10,6 | 64 18,9 : 
30,0 | 10,7 | 66 193 : 
| 312 | 115) 7,4 | 19,7 
34,3 | 12,3 | 81 | 220] 161] 69 | 40 | 9214270) 99)| 62 17,1 ee 
Gruppe e: Dijodtyrosin] Gruppe f: Dijodtyrosin at 
1 : 50000000 1 : 1000000 i 
30,4 | 10.9 | 6,7 | 195] 31,4 | 11,2 | 7,0 | 20,2 
31,6 | 11,0 | 7,0 | 206] 33,0 | 112) 67 | 218 i 
32,0 | 11,0 | 65 | 21,0] 33,0 | 116 7,1 | 214 i} i 
32,0 | 113 | 66 | 20,7] 33,5 | 11,5 | 7,2 | 22,0 : 
32,5 | 11,5 | 7,0 | 210] 344 | 120) 75 | 22,4 a 
340/110) 66 | 230] 355 | 127 7,7 | 228 aT 
34,0 | 11,5 | 7,0 | 225] 365 | 120 7,2 | 245 aE 
en 34.2 | 11,6 6,7 | 226 4a 
pe - 32,5 | 11,2 | 6,7 | 213] 33,9 | 11,7 | 7,2 | 22,2 th 
re a‘ 
[). In Gruppe c, deren Tiere von allen weitaus am kleinsten sind und sehr : ; 
d. starke Thyroxinwirkung erkennen lassen (vgl. Abb. 12b gegen Abb. 12a | 
n der Gruppe a), sind bei einem der Tiere beide Vorderbeine durchgebrochen. ; 
ppe g 
Trotzdem die Kontrolltiere um das Neun- bis Zwélffache gréBer sind (vgl. 
g- insbesondere die Gewichtszahlen in Tabelle XIII), sind die Hinterbeine : 
rt dieses Fréschchens der Gruppe c nicht nur relativ, sondern auch absolut he 
genommen gréBer als bei irgend einem Tier der Gruppe a. Auch in Gruppe d, if 
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Tabelle XIII, 


























Nr. Gewicht Nr. | Gewicht Nr. | Gewicht 
mg mg | mg 
Gruppe ec: Thyroxin Gruppe d: Thyroxin 
Gruppe a: Kontrolle 1:50000000 1: 100000000 
3748 480 3738 33 3751 | 147 
3749 436 3739 63 3752 | 132 
3750 351 3740 34 3753 186 
3759 371 3741 57 3754 | 208 
3760 469 3742 29 
3743 51 | 


Gruppe e: Dijodtyrosin | Gruppe f: Dijodtyrosin 
1: 50000000 1: 1000000 


3755 | 270 3761 263 
3756 261 3762 320 
3757 319 3763 382 








3758 | 65 








in welcher das Wachstum ebenfalls deutlich, wenn auch schwiacher gehemmt 
ist, ist die Entwicklung unverkennbar weiter vorgeschritten als in Gruppe a 
(vgl. Abb. 12c). Die Riickbildung der Larvalorgane ist aber geringer als in 
Gruppe c. Viel schwicher ist die Beeinflussung der Dijodtyrosintiere. Die 
DurchschnittsgréBe ist in beiden Gruppen, was die Langenma8e anbelangt, 
etwas niedriger. Deutlicher kommt der GréSenunterschied in den in 
Tabelle XIII zusammengestellten Gewichtszahlen zum Ausdruck. Die 
Larvalorgane sind in beiden Gruppen noch gut erhalten. Auch sonst ist 
die Entwicklung in Gruppee und f nicht wesentlich beeinfluBt (siehe 
Abb. 12d). 

Von den wenigen noch vorhandenen Tieren brechen in Gruppe a und d 
am 15. Juni, in Gruppe e am 18. Juni und in Gruppe a und f am 24. Juni 
bei je einem Tier beide Vorderbeine durch. Der Rest der in Gruppe d, e und f 
noch lebenden Kaulquappen wird am 24. Juni fixiert (Gruppe d: Nr. 3848 
bis 3850; Gruppee: Nr. 3851 bis 3853; Gruppe f: Nr. 3854 bis 3856). 





Ergebnisse des Versuchs 586. 

1. Die viermalige Einwirkung einer Thyroxinlésung von 1 : 50000000 
fiihrt bei 1 bis 11% Monate alten Kaulquappen zu starker Wachstums- 
hemmung und sehr ausgepragter Entwicklungsbeschleunigung. Das 
Thyroxin wirkt unter den angegebenen Bedingungen etwas schwiéicher 
als eine dreimalige Verfiitterung von frischer Rinderschilddriise. 

2. Thyroxin vermag selbst in einer Verdiinnung von 1 : 100000000 
noch die charakteristische Wirkung hervorzurufen, wenn die Einwirkung 
drei- bis viermal wiederholt wird. 

3. Dijodtyrosin beschleunigt die Entwicklung 1 bis 14% Monate 
alter Froschlarven weder in einer Konzentration von 1: 50000000 noch 
einer solchen von I : 1000000, auch nicht nach viermaliger Einwirkung. 
Das Wachstum erjdhri dabei eine geringe Hemmung. 
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Versuch 584. 
Material: Wie Versuch 573 und 583. 
Beginn des Versuchs: 11. Mai 1922. Alter der Tiere: 57 Tage. 
Entwicklungsstadium: GroBe kraftige Tiere mit voll ausgebildeten 

larvalen Organen. Die Extremititenanlagen haben eine Linge von | bis 

3mm; die Gliederung in ihre einzelnen Abschnitte ist deutlich erkennbar. 

Anzahl der Tiere: Fiinf Gruppen zu je 12 Tieren. 


Versuchsanordnung. 
Gruppe a: Kontrolle. Muskel und Pflanzen. 
» b: Dijodtyrosin ...... 41: 4000 
ae Ss ee eS eS ae eee 
ge es a Set reer 
mS a sve se» DsZ0G0000 


Das Dijodtyrosin wird unter Zusatz von NaOH klar gelést und in 
entsprechender Menge den einzelnen Schalen, die je 1000 cem Wasser ent- 
halten, beigefiigt. Die Einwirkung erfolgt zweimal (das erste Mal fiir 
13. Mai. Wasserwechsel. 


48 Stunden, das zweite 
Mal fiir 24 Stunden). 
Wahrend der iibrigen Zeit F 
werden die ‘Tiere der 
Gruppe b in gleicherWeise 
wie in Gruppe a gefiittert. 

11. Mai. Erste Hin- 
In Gruppe b sind die 
Schwanzspitzen leicht ge- Abb. 134. Abb. 13b. 
krauselt. 


wirkung der Lésungen. — 





Abb. 13. Versuch 582. 63 tagige 
Kaulquappen (rana temporaria). 
Versuchsbeginn 11. 5, 1922. Aufs 
genommen am 17. 5.1922. Natiire 
liche GréBe. — 13a: Gruppe a, 
Kontrolle. — 13b: Gruppe b, Div 
jodtyrosin 1:4000 (2) — 13¢: 
Gruppe c, Dijodtyrosin 1:20000 
(2X). — 13d: Gruppe d, Dijod- 

tyrosin 1:200000 (2). Abb. 13 c. Abb. 13d. 





14. Mai. Die Tiere der Gruppe b erscheinen etwas schmiler als in den 
iibrigen. 

15. Mai. Zweite Einwirkung der Lésungen. In Gruppe b ist an den 
Schwanzspitzen deutliche Gewebseinschmelzung festzustellen. 

16. Mai. Wasserwechsel. — 17. Mai. Gruppe b: starke Thyreoidea- 
symptome (vgl. Abb. 13b). Der larvale FreBapparat ist véllig riickgebildet, 
die Hornkiefer abgeworfen, Darm und Ruderschwanz sind stark verkiirzt, 
die linken vorderen Extremititenanlagen liegen infolge Resorption der 
Opercularmembran bei einem Teil der Tiere frei. Die Entwicklung der 
Extremitaten ist sichtlich beschleunigt. Auch in Gruppe c sind die Tiere 
deutlich beeinfluBt (Abb. 13c); die Riickbildungsprozesse sind jedoch 
sechwacher (Lippen verschmalert, Hornkiefer vor dem Abwurf, Rumpf 
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verschmalert, maBige Schwanzreduktion, Operculum beiderseits noch ¢r. 
halten). — In Gruppe d (Abb. 10d) ist nur leichte\ Beschleunigung in der 
Entwicklung der Extremitaten festzustellen; die larvalen Organe sind 
dagegen noch intakt. Die Tiere der Gruppe e zeigen keine nennenswerten 
Erscheinungen. 
18. Mai. Die Tiere der Gruppe b sterben im Laufe des Tages ab. 

In Gruppe c haben sich die Schilddriisenerscheinungen noch verstarkt. 
20. Mai. In Gruppe c sind bei zwei Tieren beide Vorderbeine durchgebrochen, 
bei fiinf weiteren je ein linkes. 22. Mai. Gruppe c: zwei Tiere metamorpho- 
siert. 24. Mai. Gruppe c: Durchbruch beider Vorderbeine bei zwei weiteren 
Tieren. Bei vier anderen liegt je ein linkes Vorderbein frei. In Gruppe a 
und d hat sich je ein Tier verwandelt. Weitere Metamorphosen finden 
statt: in Gruppea am 27. Mai (3), 30. Mai(2), 6. Juni(1), 8. Juni (1), 
9. Juni(1) und 11. Juni(1); in Gruppee am 27. Mai(1), 28. Mai (1), 
6. Juni (2) und 9. Juni (1); in Gruppe d am 27. Mai (1), 28. Mai (2), 30. Mai 
(1), 3. Juni (3), 10. Juni (1), 11. Juni (1) und 15. Juni (2); in Gruppe e am 
27. Mai (1), 28. Mai(1), 30. Mai (1), 3. Juni (3), 6. Juni (2) und 8. Juni (3). 
Aus dieser Zusammenstellung ist zu entnehmen, daB der Eintritt der Meta- 
morphose in den Gruppen d und e gegeniiber der Kontrollgruppe keine 
nennenswerten Unterschiede aufweist. Auch das AuBere der Tiere weicht 
vom normalen Aussehen nicht ab. 


Ergebnisse des Versuchs 584. 

Dijodtyrosin veranlaBt bei 57tagigen Kaulquappen in einer Kon- 
zentration von 1: 4000 nach zweimaliger Einwirkung iiberstiirete Ein- 
schmelzung der Larvalorgane und deutliche Entwicklungsbeschleunigung. 
In gleicher Weise, aber langsamer und ausgeglichener, wirkt eine Kon- 
zentration von 1: 20000. In einer Verdiinnung von 1: 2000000 ruft 
Dijodtyrosin unter den vorliegenden Versuchsbedingungen aufer einer 
geringen, kurzdauernden Entwicklungsbeschleunigung keine nennens- 
werten Verdnderungen hervor. 





Besprechung der Ergebnisse. 

Die vorliegenden Untersuchungen bringen den einwandfreien 
Beweis, da8 das Thyroxin im Kaulquappenversuch die charakteristischen 
Symptome der.. Schilddriisenfiitterang’ hervorzurufen vermag. Die 
kurzen, tiber diese Eigenschaft des Thyroxins bisher veréffentlichten 
Angaben (Kendall, Romeis, Swingle) werden hiermit bestatigt und 
erweitert. Weiterhin ergibt sich aus den Versuchen, da8 das Thyroxin 
alle Substanzen, mit denen sich bis jetzt im Kaulquappenversuch 
eine starke spezifische Wirkung erzielen lieB, wie Jodothyrin, Jod- 
thyreoglobulin, Dijodtyrosin, an Intensitaét der Wirkung ganz erheblich 
iibertrifft. Konzentrationen von 1: 1000000 bis 1: 10000000 rufen 
nach zweimaliger Einwirkung in wenigen Tagen mit vélliger Sicherheit 
die durch Schilddriisenfiitterung zu erzielenden Veranderungen hervor. 
Der Effekt tritt aber auch noch bei erheblich schwacheren Konzen- 
trationen wie 1 : 50000000 bis 100000000 in einwandfreier Klarheit 
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zutage, wenn die Einwirkung der’ Lésung noch ein drittes und viertes 
Mal erfolgt. Werden die Kaulquappen fiir die ganze Dauer ihrer Larval- 
zeit dem EinfluB einer Thyroxinlésung ausgesetzt, so wird ihre Ent- 
wicklung selbst noch durch Lésungen von 1 : 5000000000 in deutlich 
erkennbarer Weise geférdert. 

Angesichts dieser Feststellung, da8 das Thyroxin selbst in so 
stark verdiinnten Lésungen noch die charakteristischen Erscheinungen 
hervorzurufen vermag, liegt die Frage nahe, ob nicht in allen Fallen, 
in welchen die aus der Schilddriise gewonnenen, charakteristisch 
wirkenden Praparate bei ihrer chemischen Untersuchung jodfrei zu 
sein schienen, den betreffenden Substanzen doch noch Spuren von 
Thyroxin anhafteten, deren Jodgehalt sich aber infolge der minimalen 
Substanzmengen dem chemischen Nachweis entzog. So berichten 
Herzfeld und Klinger) von einem jodfreien Schilddriisenextrakt, der 
durch Extraktion frischer Schilddriisen mit hochprozentigem Alkohol 
bei alkalischer Reaktion gewonnen wurde und der sich bei Versuchen 
an kropfigen Ratten als gut wirksam erwies. Bei den Lésungsverhilt- 
nissen des Thyroxins ist es sehr leicht méglich, daB dem Extrakt Spuren 
einer thyroxinhaltigen Substanz beigemengt waren. 

Auch ich selbst verédffentlichte Versuche*) tiber eine Substanz, 
die aus frischen Schilddriisen durch Extraktion mit Alkohol, Aus- 
fillung mit Phosphorwolframsiure und nochmalige Extraktion mit 
Alkohol gewonnen wurde und die, soweit die Baumann: Rabourdinsche 
Methode dariiber ein Urteil gestattet, jodfrei war. Da sich diese Extrakt- 
fraktion sowie eine aus ihref alkoholischen, mit Schwefelséure an- 
gesiuerten Lésung in sehr geringer Menge auskristallisierende Substanz 
im Kaulquappenversuch als spezifisch wirksam erwies, so folgerte ich 
daraus, daB ihre Wirkung nicht von dem Vorhandensein oder dem 
Fehlen von Jod, sondern vom Aufbau des unter Umstianden Jod ent- 
haltenden Gesamtmolekiils bestimmt wird und ferner, daB die vor- 
liegende Substanz sich infolge der Abwesenheit von Jod vom Kendall- 
schen Thyroxin unterscheidet. Aus den Versuchsprotokollen jener 
Arbeit ist nun zu entnehmen, daB die Ausgangsfraktion erheblich 
schwacher wirkt als die kristallisierende Substanz. Die erstere diirfte 
demnach ihre Wirksamkeit nur der Beimengung der letzteren ver- 
danken. Im Hinblick auf die starke Wirkung der letzteren besteht 
aber nach der ganzen Sachlage die Méglichkeit, daB sie einem schwefel- 
sauren Salz des Thyroxins entsprach. Leider war es mir bis jetzt noch 
nicht méglich, durch erneute Untersuchungen diese Frage klarzustellen. 


1) E. Herzfeld und R. Klinger, Chemische Studien zur Physiologie und 
Pathologie, Zur Funktion der Schilddriise. Miinch. med. Wochenschr, 1918, 
8. 647—651. — *) B. Romeis, Versuche zur Isolierung des Schilddriisen- 
hormones, I. Arch. f. Entw.-Mech. 50, 410—467, 1922. 
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Ein weiterer, in der angegebenen Arbeit betonter Befund war, 
daB die aus der frischen Schilddriise gewonnene wirksame Extrakt- 
fraktion haufig negative Adamkiewicz-Hopkinsche Reaktion gab, was 
auf ein Fehlen des dem.Thyroxin zukommenden Tryptophankomplexes 
hindeutete. Unterdessen konnte ich mich an einem mir nunmebhr zur 
Verfiigung stehenden Originalpraparat davon iiberzeugen, daB die ge. 
nannte Farbreaktion auch beim Thyroxin selbst negativ ausfallt, so 
da® ihr also in der vorliegenden Frage keine Bedeutung zukommt. 
Somit besteht zurzeit die Wahrscheinlichkeit, zum mindesten aber dic 
Moglichkeit, daB die aus der frischen Schilddriise gewonnenen Substanzen 
ihre spezifische Wirksamkeit ihrem Gehalt an Thyroxin oder einer dem 
Thyroxin nahestehenden Verbindung verdanken. Eine andere Frage 
ist, ob das Hormon in einer der von Kendall isolierten Formen in vivo 
secerniert wird, oder hierbei einem anderen an und fiir sich indiffe- 
renten Kérper angelagert ist. 


Deutlicher als bei Verfiitterung von Schilddriise, bei welcher 
graduelle Differenzen im Versuchsergebnis unter Umstanden auf Unter- 
schiede in der FreBlust der Tiere oder auf ungleiche Wirksamkeit der 
verfiitterten Driisen zuriickgefiihrt werden kénnten, lassen die Ver- 
suche mit den klaren Lésungen des einheitlichen Thyroxins erkennen, 
daB die Starke und Art der erzeugten Verinderungen durch die Hohe 
der verabreichten Einzeldosis, die Zahl der Einwirkungen, das Alter 
der Tiere sowie ihrer individuellen Empfanglichkeit bestimmt wird. 
Abnlich wie bei der Verfiitterung frischer oder getrockneter Schild- 
driisensubstanz tritt auch beim Thyroxin auf hohe Dosen hin dic 
Dissimilationssteigerung und der damit verbundene Abbau der larvalen 
Organe in den Vordergrund, wahrend bei niedrigeren Dosen die Ent- 
wicklungsbeschleunigung stairker zur Geltung kommt. Es _besteht 
kein zwingender Grund zur Annahme, da die in Versuchen mit chemisch 
unreinen Schilddriisensubstanzen zutage tretenden Differenzen auf 
einem verschieden hohen Jodgehalt der wirksamen Substanz beruhen. 
Viel wahrscheinlicher ist es, daB sie durch einen gréBeren oder geringeren 
Gehalt an Thyroxin veranlaBt werden. Denn alle bisher durch die 
Einwirkung von Schilddriise oder deren Extrakte erzeugten Ver- 
anderungen lassen sich bei entsprechender Modifikation der Konzen- 
tration und Einwirkungsdauer auch durch Thyroxin hervorrufen. 
Ausgenommen ist nur die mit Wachstumshemmung verbundene Unter- 
driickung der Entwicklung, die durch Toluolextrakte veranlaBt wird, 
aber nicht fiir Schilddriise charakteristisch ist?). 


1) Vgl. B. Romeis, Experimentelle Untersuchungen iiber die Wirkung 
innersekretorischer Organe. V. Teil. Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 6, 
1918 und VI. Teil, Pfliigers Arch. 178, 1919. 
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Die physiologische Wirkung des Thyroxins wird durch das Er- 
gebnis des Versuches 584 beleuchtet, in welchem dasselbe nur in auBerst 
starker Verdiinnung (1: 5000000000), aber dauernd zur Einwirkung 
kam, und zwar auf Tiere, die, wie das Verhalten der Kontrolltiere 
zeigte, zu Neotenie neigten. Unter dem EinfluB des Thyroxins ent- 
wickelten sich die Tiere zu sehr kraftigen, wohlproportionierten, lebens- 
fahigen Fréschchen. Es geht daraus hervor, daB das Thyroxin in 
physiologischer Menge das Wachstum und die Differenzierung des 
Kérpers in férderndem Sinne beeinflu8t. Die im Kaulquappenversuch 
gewohnlich zutage tretende Wachstumshemmung beruht auf der Ver- 
abreichung toxisch wirkender Mengen. 

Zu ganz anderen Folgeerscheinungen als die dauernde Einwirkung 
minimalster Mengen oder die mehrmalige Verabreichung hdéherer 
Dosen fiihrt die Einwirkung einer Menge, die einerseits zu niedrig ist, 
um auf zweimalige Einwirkung hin den charakteristischen Schilddriisen- 
effekt in seiner vollen Starke hervorzurufen, andererseits aber doch 
zu hoch ist, als daB-ihre Einwirkung spurlos voriiberginge. Wie Ver- 
such 573 zeigt, kommt es in diesem Falle nur zu den Anfangserschei- 
nungen einer Schilddriisenwirkung, die in einer maiBigen Wachstums- 
und Entwicklungsanregung der Extremitatenanlagen bestehen, wahrend 
die larvalen Organe nicht angegriffen werden. Die Entwicklungs- 
beschleunigung klingt sehr bald wieder ab, und an ihrer Stelle macht 
sich ein Stillstand der Differenzierungsprozesse bemerkbar, der infolge 
der wohlerhaltenen Larvalorgane, auBerlich wenigstens, von Neotenie 
nicht zu unterscheiden ist. 

Die Erklarung diirfte darin zu suchen sein, daB sich die auf- 
genommene Thyroxinmenge infolge ihrer geringen Menge bald erschépft, 
wodurch der direkte Anreiz auf das Gewebe aufhért. Andererseits 
aber bleibt die Produktion von Schilddriisenhormon durch die tiereigene 
Thyreoidea hinter dem Normalmaf der Kontrolltiere zuriick, sehr 
wahrscheinlich infolge des Einflusses der Thyroxinwirkung auf die 
Hypophyse, durch den wiederum eine Hemmung der Schilddriisen- 
entwicklung verursacht wird. In gleichem Mafe, wie sich diese Scha- 
digung der Driisen wieder ausgleicht, lenkt auch Wachstum und Ent- 
wicklung wieder in normale Bahnen ein. Nach Abschlu8 der histo- 
logischen Untersuchungen werde ich auf diese Frage noch weiter zuriick- 
kommen. Von Wichtigkeit ist, daB sich gréBere Larven, deren Driisen 
schon kraftig entwickelt sind, in dieser Weise nicht mehr in ihrer Ent- 
wicklung hemmen lassen (Versuch 583). 

Da mir Versuche mit Sublimat, iiber die an anderer Stelle genauer 
berichtet werden wird, zeigten, daB bei der Einwirkung einer Lésung 
auf Froschlarven nicht nur deren Verdiinnungsgrad, sondern auch die 
in der Lésung vorhandene absolute Menge an wirksamer Substanz 
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von Bedeutung ist, wurden fiir die nachfolgende Zusammenstellung 
die in den einzelnen Versuchen zur Einwirkung gelangten Gesamt- 
mengen berechnet. Unter Beriicksichtigung der Zahl der Tiere eines 
Versuches l4Bt sich dann auch die ungefihre Minimaldosis ermitteln, 
die zur Erreichung eines typischen Schilddriiseneffektes notwendig ist. 
Aus Tabelle XIV und den Versuchsprotokollen ist zu entnehmen, daB 
0,0000025 g bei zweimaliger Einwirkung (= 0,000005g) noch die 
typische Wirkung hervorrufen, wahrend 2 x 0,00000025 g dazu nicht 
mehr ausreichen. Bei viermaliger Einwirkung geniigen dagegen schon 
0,0000004 g = 0,0000016g. Physiologische Reizwirkung 1l4Bt sich 
bei dauernder Einwirkung aber noch mit einer Gesamtmenge von 
0,000000008 g efzielen. 

DaB sich die Wirkung der Schilddriisenfiitterung auch mit Dijod- 
tyrosin erzielen laBt, ist seit den Untersuchungen von Morse'), Romeis?), 
Abelin®), Abderhalden und Schiffmann*) u.a. bekannt. Die vor- 
liegenden Untersuchungen zeigen aber, daB es dazu viel héherer Dosen 
bedarf als beim Thyroxin. Eine zweimalige Einzeldosis von 0,004 g 
Dijodtyrosin entspricht in ihrer Wirkung etwa einer zweimaligen 
Einzeldosis von 0,000004g Thyroxin. Ahnlich wie beim Thyroxin 
kann aber auch beim Dijodtyrosin durch die mehrmalige Einwirkung 
sehr kleiner Mengen Wachstumshemmung und Entwicklungsverzégerung 
hervorgerufen werden. Eine Unstimmigkeit in den Ergebnissen besteht 
hinsichtlich des Versuches 573, in welchem das Dijodtyrosin schon 
bei Einzeldosen von 0,00025g die charakteristischen Verainderungen 
veranlafite. Die Ursache dieses abweichenden Verhaltens ist mir zur- 
zeit noch unbekannt. Es ist méglich, daB es darin begriindet ist, 
da8 die Einwirkung in Versuch 573 auf einem friihzeitigeren Ent- 
wicklungsstadium erfolgte als in den anderen Versuchen. 


1) M. Morse, Journ. of biol. Chem. 19, 1915. 
*) B. Romeis, Zeitschr. f. d, ges. exper. Med. 6, 1918; Arch. f. Entw. 
Mech. 50, 1922. 

3) J. Abelin, diese Zeitschr. 116, 138, 1921. 
*) Abderhalden und Schiffmann, Pfliig. Arch. 194, 206, 1922. 

























Uber das Schicksal von Natriumthiosulfat im, Organismus. 
Von 
Wilhelm Nyiri. 
(Aus der II. medizinischen Abteilung des Krankenhauses Wieden in Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1923.) 


Unter den elementaren chemischen Stoffen fallt dem Schwefel 
im tierischen Organismus keine unbedeutende Rolle zu; dies erkennen 
wir schon daraus, daf im Kérper sowohl organische, wie anorganische 
schwefelhaltige Produkte mehrfach vorkommen. Vor allem der Um- 
stand, daB das KorpereiweiB und gewisse Abbauprodukte desselben 
Schwefel enthalten, spricht fiir die Bedeutung dieses Elementes im 
tae Organismus. Dementsprechend befassen sich auch zahlreiche Arbeiten 
ne Be iI in der Literatur mit dem Schwefelstoffwechsel. Erst in letzter Zeit 
ae hat z. B. Hottinger!) nachgewiesen, da der Schwefel im Organismus 
sowohl als Reduktionsmittel, wie auch als Oxydationsmittel wirken 
kann. Trotzdem aber sind wir noch weit davon entfernt, ein klares 
Urteil tiber das Schicksal vieler schwefelhaltiger Produkte im Koérper 
zu bekommen. Es hat demnach jede-Beobachtung; die zur Klarung 
dieser komplizierten biologischen Verhaltnisse, wenn auch nur in be- 
scheidenem Ausmafe, beitrigt, eine Berechtigung. 

Seitdem wir zur Feststellung der Nierenfunktion Natriumthiosulfat 
dem Organismus?) einverleiben, haben wir dem Schwefelstoffwechsel 
neuerdings eine gréBere Aufmerksamkeit zugewendet. Wenn wir 
nimlich dem Kérper intravenés 1 g Na,8,0, zufiihren, so treten bei 
erhaltener Nierenfunktion etwa 30 bis 40 Proz. dieses Salzes in den 
Harn iiber, wogegen bei gestérter Leistungsfihigkeit der Nieren dem 


















1) Hottinger, Schweiz. med. Wochenschr. 1923, Nr. 17. : 
*) W. Nyiri, Wien. klin. Wochenschr. 1922, Nr. 26; Klin.JWochenschr. | 
1923, Nr. 5; Die Thiosulfatprobe (Monographie). Wien-Leipzig, Deuticke, | 
1923. 
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W. Nyizi: Schicksal des Na,S,0O, im Organismus. 161 
Grade der Schidigung entsprechend nur geringere Mengen im Harn 
zu finden sind. Es erscheinen demnach in unzersetztem Zustande 
im besten Falle 40 Proz. der einverleibten Menge Thiosulfat im Urin. 
Unwillkirlich hat sich uns daher die Frage aufgedringt, was mit den 
restlichen 60 und mehr Prozenten im Ké6rper geschieht. 


Das Natriumthiosulfat ist bekanntlich oxydativen Vorgingen 
leicht zugiinglich. Durch viele chemische Stoffe wird eine Zersetzung 
dieses Salzes in SO, und S hervorgerufen. Durch Oxydation dieser 
Kérper wieder entsteht in letzter Linie Schwefelsiure, bzw. ihr Salz. 
Die Annahme lag daher von vornherein nahe, da8 aus Natriumthiosulfat 
im Kérper wenigstens zum Teil Natriumsulfat wiirde. 


Mit dieser Frage befaBte sich denn auch Trachtenberg!) im Jahre 1861. 
In seiner Arbeit ,,Zur Frage iiber die Neutralisation tiberschtissiger Alkalien 
im Blute’ verwendet er zwecks Absattigung von basischen Stoffen im Blute 
unter anderem das Na,S8,O, und priift bei dieser Gelegenheit den Harn, 
ob nach peroraler Verabreichung von Na, 8,0, die ausgeschiedene Schwefel- 
siuremenge zunehme. Zur quantitativen Bestimmung der H,SO, im Harn 
benutzt er die tibliche gravimetrische Methode der Barytfallung. Tat- 
sichlich findet er nach Einnahme von wenigstens einigen Grammen Natrium- 
thiosulfat regelmaBig eine Vermehrung des Schwefelsiuregehalts im Harn. 
Doch begniigt sich Trachtenberg mit der Feststellung, daB der UberschuB 
an Schwefelsiure bei Einnahme von kleineren Dosen des Salzes relativ 
gréBer ist, als bei Einnahme von gréBeren Dosen, daB aber absolut die 
Vermehrung der Schwefelsiiure bei groBen Dosen des Mittels steigt, ohne 
auf nihere quantitative Beziehungen zwischen der Menge des dem Kérper 
einverleibten Schwefels und der des im Harn erscheinenden Schwefels 
einzugehen. 

Durch Ausarbeitung der Thiosulfatprobe war es uns interessant, 
einerseits die Angaben T'rachtenbergs nachzupriifen, andererseits nach- 
zusehen, ob nach Ausscheidung von unzersetztem Thiosulfat die ganze 
restliche Menge dieses Salzes oder nur ein Teil desselben im Kérper 
zu schwefelsaurem Natrium verbrannt wird. Es erschien uns wertvoll, 
als Ergiinzung unserer Mitteilungen iiber die Thiosulfatprobe auch 
iiber das Schicksal des im Kérper eine Veranderung erfahrenden Anteils 
von Na,&,O, etwas Bestimmtes aussagen zu kénnen und fiir unsere 
Behauptungen zahlenmafBige Belege zu erbringen. 

Um eine eventuelle Vermehrung der Schwefelsiureausscheidung im 
Harn nach Thiosulfatverabreichung feststellen zu kénnen, muSten wir 
zunichst eine anniihernd gleichbleibende tigliche SO,-Ausscheidung im 
Harn erreichen. Wir verabreichten daher taglich eine anniahernd gleiche 
Kost und bestimmten im 24stiindigen Harn die Schwefelsiureausscheidung 
gravimetrisch. Als wir bei einem Patienten ein solches tigliches Gleich- 
gewicht erzielt hatten, bestimmten wir weiterhin, ob sich in zweistiindlichen 
Harnmengen (von 6 Uhr friih bis 12 Uhr mittags) annihernd gleiche SO,- 


1) Trachtenberg, Inauguraldissertation, Dorpat 1861. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 
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162 W. Nyiri: 


Werte vorfanden. Da bei einer Belastung des Organismus mit 1 g Na, 8,0, 
im besten Falle eine Vermehrung von auch etwa nur | g Schwefelsiure 
zu gewiartigen war, so konnte man, wenn iiberhaupt, diesen relativ geringen 
Uberschu8 am ehesten in einer Zweistundenportion des Harns erwarten. 
Eine annihernd quantitative Ubereinstimmung der zweistiindigen SO. 
Ausscheidungen lieB sich leicht feststellen. Darauf erhielt der Patient 
einmal 1 g Na,S,O, per os und an einem anderen Tage dieselbe Menge 
intravends. Es zeigte sich jedoch kein merklicher Unterschied in den aus- 
geschiedenen Mengen SO ;, trotzdem beim peroralen Versuch keine Spur 
von unzersetztem Thiosulfat im Harn zu finden war, wihrend nach intra- 
venoser Verabreichung 34,9 Proz. unveranderten Salzes mit Hilfe der Jodo- 
metrie im Urin nachgewiesen werden konnten. Die nebenstehenden zwei 
kleinen Tabellen geben die Versuche wieder und enthalten die naheren 
Details (Tabelle I und IT): 


Tabelle I. Tabelle II. 


8h friih 1,0 Na,S,O, per os 8h friih 1,0 Na,S8,0,, 10proz. 
mit 200,0 H,O. intravenés. 





a0) | Harnmenge | sine 
& Les BS g 


0,6815 

| 0,5954 162 0,6706 

194 | 0,6503 152 0,7007 
150 | 0,6750 | 194 0,7025 


Stunde Harnmenge | 


6— sb | 295 | 0,5653 
8—10 | 230 


10—12 
12— 2 


Aus den Tabellen geht deutlich hervor, daB die zweistiindlichen 
SO,-Werte im Harn vor der Verabreichung von Na,§,O, und in den 
folgenden Stunden etwa gleich hoch gefunden wurden. Dieser Um- 
stand darf uns jedoch nicht verwundern, da 1g SO, und weniger 
doch vielleicht eine zu geringe Menge vorstellt, um als Uberschul 
iiber einen schon normalerweise ziemlich betriachtlichen Schwefelsiure- 
stoffwechsel bemerkbar zu werden. 


Dementsprechend habe ich den nachsten Versuch mit einer gréBeren 
Menge Na,S,0, wiederholen miissen. 


Freilich konnte dies nur bei peroraler Applikationsweise geschehen, 
da wir dem Ké6rper intravenés nicht allzu viel Salz zufiihren wollten. 
Trachtenberg gab in seiner vorhin erwihnten Arbeit an, da8 nach Einnahme 
von 18g und mehr Natriumthiosulfat mehrere fliissige Stiihle auftraten, 
in denen offenbar ein nicht bestimmbarer Teil des dem K6rper einverleibten 
Na,8,0,; dem Stoffwechsel entging. Um dies zu vermeiden, nahm ich daher 
10g des Salzes ein. Vorher stellte ich die Gesamtausscheidungen von 
Schwefelsaiure in den 24stiindigen Harnmengen fest und bestimmte getrennt 
die Sulfatschwefelsiure und die Atherschwefelsiure: 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, fingen wir am Tage der Na, 8, 0,- 
Belastung den Harn in drei getrennten Portionen auf und am folgenden 
Tage in zwei Portionen; sonst wurde stets die gesamte 24stiindige 
Menge als einzige Portion untersucht. Trotzdem ich nur 10 g Na,S,0, 
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Schicksal des Na, 8,0, im Organismus. 








um 8 Uhr frith eingenommen hatte, traten am Nachmittage gegen 
4 Uhr zweimal leichte Diarrhéen auf, die, wie auch T'rachtenberg schon 
seinerzeit an sich feststellen konnte, vollkommen ohne Tenesmen und 
ohne Kolikschmerzen verliefen. Ein wenn auch kleiner Teil des Na, 8,0, 


Tabelle III. 


Schwefelsiurebestimmungen im Harn. 





| Sulfatschwefel: Atherschwefels 


Datum | Stunde |= Harnmenge sdure SO; saure SO3 Bemerkungen 
} g + 
13. ILI. 1100 1,9658 0,0475 
14, III. | , 960 2,1699 0,1099 
15. IIL. | 960 2,7382 | 0,1159 
16. ITI. | 8—2h 214 2.0702 0,0238 on a oer Os 
2—8 592 3,5609 0,0609 - GB Dr 
$8 frih, 360 80194 0,0927 | breiige Stublentleerungen 
17. III. | 8—2h 204 0,9679 0,0133 
2—8 friih 530 2.7670 0,0326 
18. III. i 670 2,6192 0,0158 
19. IIT. i 755 1,9100 0,0439 
20. ITI. | 1030 2,1352 0,0274 
21. II. 680 1,9981 0,0127 


war demnach vermutlich in unzersetztem Zustande dem Organismus 
entwichen. Nichtsdestoweniger ist das Versuchsresultat ein durchaus 
zufriedenstellendes. 

Die Tabelle zeigt, daB in den ersten 24 Stunden nach der Einnahme 
von Na,S,0, 8,6g Sulfatschwefelsiure im Harn gefunden wurden, 
wahrend in den folgenden 24 Stunden nur mehr 3,7 g auftraten. Samt- 
liche diesbeziiglichen Werte der iibrigen Tage sowohl vor, wie nach 
dem eigentlichen Versuche haben annihernd korrespondierende Zahlen- 
gréBen, deren Mittelwert etwa 2,1 g ausmacht. Rechnen wir fiir die 
beiden Tage, an denen die Schwefelsiiure im Harn vermehrt war, die 
durchschnittliche Menge der SO,-Ausscheidung ohne Salzbelastung 
auch mit etwa 2,1 g, so bekimen wir am ersten Tage ein Plus von 
etwa 6,5 g SO,, und am zweiten Tage ein solches von etwa 1,6 g SOs. 
Die gesamte Mehrausscheidung an Sulfatschwefelsiure belauft sich 
demnach auf etwa 8,1 g. 

Berechnen wir theoretisch, wieviel Gramm SQ, bei vollstandiger 
Oxydation aus 10g Na,S,0, (reiner Substanz) entstehen kénnen, so 
resultiert der Wert von 10,125g SO;. Praktisch kénnen wir daher 
# aus 10g Na,S,0, auch wieder 10g SO, erhalten. Aus dieser Uber- 
i} legung geht hervor, daB wir in unserem Versuche 80 Proz. des dem 
| Ké6rper einverleibten Salzes als Sulfatschwefelstiure wiederge/unden 
haben. 
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164 W. Nyiri: 


Dazu kommt noch, dab, wie folgende kleine Tabelle (IV) zeigt, ein 
wenn auch kleiner Teil von Na,8,O, in unzersetztem Zustande in den 
Harn iibertrat und in diesem jodometrisch bestimmt werden konnte. 
Die ausgeschiedene Menge Thiosulfat betragt 548 mg, d. h. 5,48 Proz. 
Addieren wir diese 5 Proz. Na,8,O, zu dem frither gefundenen Werte 


von Sulfatschwefelsiure — ein Vorgang, den wir nach dem friiher 


Tabelle IV. 
16. Marz, 8> friih, 10,0 Na,S,O, per os mit 200,0 H,O. 





| Auf 10 ccm 
Harnmenge Ausscheidung von Na2S.O 


° verbrauchte 
Stunde Harnmenge Jodlésung x sitecbhis inbectinbinsbidicdeeths 


ccm ing | Proz. 


8h 0,1 
8 bis 2h 10 304 
2 bis 9h abends 0,3 187 
9h abends bis 8b friih 0,2 57 
8h friih bis 2h nachm. 0,07 — 


Gesamtausscheidung . . | 5,48 Proz. 


Gesagten ohne groben Fehler tun kénnen —, so haben wir insgesamt 
etwa 86 Proz. des peroral einverleibten Schwefels im Harn wieder- 
gefunden. Wir gehen wohl kaum fehl, wenn wir annehmen, daB dic 
tibrigen 14 Proz., das ist 140mg Na,S8,O,, mit den diarrhoischen 
Stiihlen den Kérper wieder verlassen haben, und glauben uns doch 
vielleicht mit aller Reserve zu dem SchluB berechtigt, daB die Oxydation 
des Thiosulfats im Kérper mit Ausnahme des durch die Nieren hindurch- 
tretenden Anteils eine vollstindige ist und bis zur héchsten Oxydations- 
stufe, das ist dem Natriumsulfat, geht. 


Betrachten wir im Gegensatz zu den Werten der Sulfatschwefel- 
siure die Atherschwefelsiiuren, so sehen wir, daB hier kaum eine nennens- 
werte Vermehrung im Harn nachzuweisen ist. 


Ein zweiter Versuch, den wir zwecks vollstindiger Verhiitung der 
Diarrhéen mit nur 5g Na,8,O; (peroral) anstellten, ergab leider kein so 
exaktes Resultat, indem einerseits trotz der geringeren Menge leichtes 
Abfiihren auftrat, andererseits das Plus an Schwefelsiiure nicht so schlagend 
zutage trat, wie bei Verwendung der gréBeren Menge Na,8,0,. Dieser 
Versuch férderte 287 mg unzersetztes Na,S,O, zutage, demnach 5,7 Proz. 
der eingefiihrten Menge. Aus dem Vergleich der beiden Thiosulfatbestim- 
mungen erkennen wir, daB bei peroraler Verabreichung von 5g und 10g 
Na,8,0O, in beiden Fallen etwa 5,5 Proz. des Salzes in unverinderter Form 
in den Harn iibertritt. Dagegen finden wir nach Einnahme von nur | g 
dieses Salzes bei wiederholten Versuchen niemals meBbare Mengen Thiosulfat 
im Harn, so da8 die Oxydation im Korper bei peroraler Applikation derart 
geringer Mengen eine vollkommene ist. 
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Schicksal des Na, 8,0, im Organismus. 165 


Dariiber, wo im Kérper diese Oxydation des Na,S8,O, vor sich 
veht, l4Bt sich zurzeit leider nichts Bestimmtes aussagen. Wie wir 
bereits in unserer Monographie (Die Thiosulfatprobe, Wien-Leipzig, 
Deuticke, 1923) erwihnt haben, ergaben Versuche, die wir zur Klarung 
dieser Frage unternommen hatten, ein negatives Resultat. Am wahr- 
scheinlichsten erscheint noch die Annahme, da®B die oxydierende Ein- 
wirkung auf das Na,8,O, mehr oder weniger allen Zellen und Gewebs- 
siiften des lebenden Kérpers zukommt und wohl auch vom zirkulierenden 
Blute aus erfolgt. 


Zusammenfassung. 

Die vorliegenden Versuche befassen sich mit der Frage, wieweit 
die Oxydation des Natriumthiosulfats im Kérper vor sich geht. Das 
Resultat gestattet den SchluB, daB die gesamte Menge des Na,S8,Oz, 
die nicht die Nieren unverandert passiert, im Kérper verbrannt wird. 
Als Endprodukt dieser Oxydation tritt eine Vermehrung der Sulfat- 
schwefelsiure im Harn auf. 
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Der Fettstoffwechsel bei der Avitaminose. 


I. Mitteilung: 


Der Gesamtfettgehalt und Cholesteringehalt des Kérpers bei normaler und 
avitaminéser Ernihrung. 


Von 
Kazuo Asada (Kioto, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(EHingegangen am 12. Juli 1923.) 


Um einen tieferen Einblick in das Wesen der avitaminésen Stoff- 
wechselstérung zu gewinnen, ist es erforderlich, daB man den Stoff- 
wechsel der organischen und denjenigen der anorganischen Substanz 
nach allen Richtungen hin untersucht. Uber den Umsatz der organischen 
Materie im avitaminésen Korper liegt bereits eine Reihe von Erfahrungen 
vor, und es waren nicht zuletzt die Arbeiten aus dem hiesigen Labo- 
ratorium, die hier eine Vertiefung unserer Kenntnisse gebracht haben. 

Bisher ist. allerdings fast nur der Stickstoff- und Kohlehydrat- 
stoffwechsel Gegenstand der Untersuchung gewesen. Uber den Fett- 
stoffwechsel bei der Avitaminose, soweit er nicht im Gaswechsel seinen 
Ausdruck findet, ist, abgesehen von der Beobachtung, da8 die avitaminés 
gefiitterten Tiere oft in einem Zustande hochgradiger Abmagerung 
mit makroskopisch sichtbarem Fettmangel sterben, so gut wie nichts 
bekannt. Aus diesem Grunde habe ich auf den Vorschlag von Herrn 
Prof. Dr. Bickel, der diese Fragen zurzeit in seinem Laboratorium ein- 
gehender bearbeiten laBt, zunichst den Gesamtfett- und Cholesterin- 
gehalt des Korpers avitaminéser Ratten genauer studiert. Auf einzelne 
Angaben in der Literatur, die hierzu in Beziehung stehen, komme 
ich spater noch zu sprechen. 

Es 148t sich nun aus begreiflichen Griinden der Fettstoffwechsel 
nicht so untersuchen, wie man z. B. den Stickstoffwechsel untersucht, 
indem man Eingabe und Ausgabe der Fettsubstanz ermittelt. Die 
Verhaltnisse liegen komplizierter. Erstens wird im Kérper Fett aus 
Kohlehydrat gebildet, das Kérperfett stammt also nur teilweise aus 
dem Nahrungsfett ; da die Fettbildung aus Eiwei8 wohl tiber das Kohle- 
hydrat geht, kann sie hier unberiicksichtigt bleiben. Zweitens ist das 
Schicksal des in den Kérper eingefiihrten oder in ihm aus den Kohle- 
hydraten gebildeten Fettes ein doppeltes: es wird entweder verbrannt 
und sein Endprodukt tritt dann im Gaswechsel in die Erscheinung, 
oder es wird im KGrper teils dem Protoplasma an- und eingefiigt, oder 
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als richtiges Fettdepot abgelagert. Nun kann aber der Kérper aus 
seinem Bestande auch wieder Fett abgeben, das soll heiBen, entweder 
kann das im Protoplasma verankerte Fett gewissermafen in Freiheit 
gesetzt werden — ich denke hier an gewisse Formen der fettigen De- 
generation —, oder es kénnen vorhandene Fettdepots eingeschmolzen 
werden. Durch diese beiden Vorginge wird der Fettstoffwechsel nun 
noch mehr kompliziert. Wenn wir den Weg verfolgen, den das Fett 
im Kérper nimmt, so kommen wir zu folgenden Vorstellungen: 

Das mit der Nahrung eingefiihrte Fett gelangt schlieBlich in die 
Blutbahn, wird von den Zellen des Blutes und den iibrigen Kérper- 
zellen aufgenommen und in den Zellen weiter verarbeitet oder als Fett 
in ihnen deponiert. Die Fettbildung aus Kohlehydrat findet in Zellen 
statt, in denen das Fett entweder liegen bleiben kann oder iiber den Blut- 
weg zu anderen Zellen gelangt. Dann verhilt es sich also hinsichtlich 
des Transportweges genau wie das mit der Nahrung eingefiibrte Fett. 

Das aus den Fettdepots im engeren Sinne frei werdende Fett, 
das natiirlich nicht nur aus dem Fett, sondern auch aus den Kohle- 
hydraten der Nahrung stammt, muB ebenfalls in die Blutbahn gelangen ; 
denn sonst wire eine Fettwanderung, wie wir sie z. B. bei der Phosphor- 
vergiftung sehen, nicht méglich. 

Bei der sogenannten fettigen Degeneration einzelner Organe, bei 
der es sich in gewissen Fallen doch wohl um eine Art Dissoziierung, 
um ein Sichtbarwerden des an das Protoplasma gebundenen Fettes 
handelt, kénnte dieses Fett ebenfalls an das Blut abgegeben und viel- 
leicht an anderem Orte verbrannt oder in seinen einzelnen Kompo- 
nenten ausgeschieden werden. 

Aus alledem geht jedenfalls so viel hervor, daB das Blut Fett 
zum Transport aus verschiedenen Quellen erhalten kann: vom Darm- 
kanal, aus Kérperzellen und besonders aus den Fettdepots und unter 
bestimmten Bedingungen aus degenerierenden Zellen. Es mu8 nun 
der Fettgehalt des Blutes ganz allgemein abhangen von der GréBe 
der Fettzufuhr zum Blute und der GréBe der Fettabgabe an die Zellen, 
oder, besser ausgedriickt, der Fettaufnahme durch die Zellen. Ganz ent- 
sprechend verhalt sich bekanntlich auch der Blutzuckergehalt (Arnoldi). 

Im Hinblick auf die Verhaltnisse bei der Avitaminose sind folgende 
Falle genauer zu betrachten: 

a) Die Fettzufuhr vom Darmkanal kann normal, aber die Fett- 
aufnahme durch die Zellen herabgesetzt sein. Dann muB als Folge 
eine Steigerung des Blutfettgehaltes auftreten. 

b) Die normale Fettzufuhr vom Darmkanal verbindet sich mit 
einer Fettzufuhr aus den Fettdepots; wiederum miiBte das Blutfett 
vermehrt sein, und es wiire erst recht vermehrt, wenn dazu eine Herab- 
setzung der Fettaufnahme durch die Korperzellen trite. 

















}i 


















































LORNA PT PRCT RII eS Oe 



































ein. Hier soll zunachst nur von dem Gesamtfett bzw. dem Neutralfett 


168 K. Asada: 


c) Die normale Fettzufuhr vom Darmkanal fallt zusammen mit 


einer Abgabe von Fett aus den Fettdepots oder mit einer Abgaly- 


von Fett aus den Zellen bei der Dissoziation des Protoplasmas ii 
Stadium der Degeneration, wieder miBte das Blutfett vermehrt sein 
und erst recht, wenn die Fettaufnahme ‘durch die Kérperzellen dazu 
noch gestért wire. 

d) Wenn aber das Blut als Fettquelle nur noch das Nahrungsfett 
und keine Fettdepots mehr hat, weil letztere aufgebraucht sind, und 
wenn bei der fettigen Dissoziation des Protoplasmas keine erheblichen 
Fettmengen an das Blut abgegeben wiirden, wenn aber andererseits 
die Aufnahmefiahigkeit der K6rperzellen fiir Fett herabgesetzt wiire, 
dann miiBte das Blutfett zwar auch noch vermehrt sein, aber seine 
Vermehrung mii®te weniger hochgradig sein als in dem Falle, in dem 
auBerdem noch Fett aus den Fettdepots des Kérpers ihm zuflieBen kann. 


In mehreren Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium, von Collazo 
und Gomez Bosch1), Alpern und Collazo®), Schazillo), ist gezeigt worden, 
daB in der Tat bei der Avitaminose, wie auch Ogata*) fand, der Fett- 
gehalt des Blutes betrachtlich erhéht ist, daB aber in den letzten Stadien 
der Krankheit der Fettgehalt wieder etwas sinkt, ohne jedoch den 
Normalwert oder gar subnormale Werte wie beim Hungerzustande 
zu erreichen. Auch meine Beobachtungen tiber den Blutfettgehalt, 
iiber die ich in einer spiteren Arbeit berichten werde, besagen dasselbe. 
Man kann also den Satz aufstellen, daB bei der Avitaminose der Blut- 
fettgehalt abnorm gesteigert ist. 


Die Ursache fiir dieses Phinomen wird wohl ein vermehrter Zuflu8 
von Fett zum Blute und eine Verminderung der Stapelfahigkeit fiir 
Fett von seiten des Organismus sein. Das Fett stammt aus der Nahrung, 
aus den Fettdepots und vielleicht auch aus fettig degenerierendem 
Gewebe. Der vitaminhaltige Kérper hat unter analogen Umstinden 
einen geringeren Blutfettgehalt. 


In meinen bisherigen Ausfiihrungen war immer von dem Fett 
schlechthin die Rede. Die Fettsubstanz des Kérpers setzt sich aber 
aus mehreren Komponenten zusammen. Wir analysieren in der ver- 
seiften Substanz einmal den Petrolatherextrakt (gleich Gesamtfett); 
ferner den Petrolaitherextrakt minus Cholesterin (gleich hochmolekulare 
Fettsiuren) und stellen die hochmolekularen Fettsiuren nach der 
Multiplikation mit dem Faktor 1,046 als Neutral/ett in die Rechnung 


1) Collazo und G. Bosch, erscheint in dieser Zeitschr. 1923. 
*) Alpern und Collazo, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 85, 288, 1923. 
8) Schazillo, nach dem Manuskript zitiert. 

4) 7. Ogata, Japan. Zeitschr. f. Path., X. Jahrg., 1920. 
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| 
die Rede sein, die immer parallel gehen, und in meinen vorstehenden 
Ausfiihrungen hatte ich auch nur diese Substanzen im Sinne, als ich 
von Fett schlechthin sprach. 

Die erste Frage, die wir uns bei dem Problem des Fettstoffwechsels 
bei der Avitaminose vorlegen miissen, ist die, wieviel Gesamt- und 
Neutralfett ein mit gemischter Kost (EiweiB, Fett, Kohlehydrat) 
vitaminfrei ernihrtes Tier im Vergleich zu einem gleich lange und mit 
gleicher, aber vitaminhaltiger Kost ernahrten Tiere besitzt. Meine 
nachstehend beschriebenen Versuche lehren, daf der Totalfettgehalt 
des avitaminésen Tieres unter diesen Bedingungen um etwa 4 Proz. 
geringer ist als der Totalfettgehalt des Normaltieres. Daraus ergibt 
sich, dap bei gemischter Kost der avitamindse Kérper in toto eine Feit- 
verarmung erkennen lift, wohlgemerkt bei Fettvermehrung im Blute. 

Die zweite Frage lautet folgendermaBen: .,Wie verhalt sich bei 
einseitiger Ernihrung (iiberwiegender Gehalt der Nahrung an Fett 
oder Kohlehydrat bei einem vorhandenen EiweiBminimum oder bei 
reiner EiweiBkost) der Totalfettgehalt des avitaminés ernahrten 
Kérpers gegeniiber dem Totalfettgehalt eines mit dem gleichen, nur 
vitaminhaltigen Futter ernahrten Kérpers?‘‘ Darauf geben meine 
Versuche folgende Antwort: Die vornehmlich mit Fett ernahrten 
Normaltiere haben mehr Fett als die vornehmlich mit Kohlehydrat 
ernahrten Normaltiere. Die vornehmlich mit Kohlehydrat ernahrten 
avitaminésen Tiere haben mehr Fett als die vornehmlich mit Fett 
ernihrten avitaminésen Tiere. Aber es haben die avitaminésen Kohle- 
hydrattiere und erst recht die avitaminésen Fettiere sehr viel weniger 
Kérperfett als die entsprechenden Normaltiere. Reine EiweiBkost 
macht die Normaltiere, auBerst fettarm, die avitaminésen Tiere aber 
noch fettarmer. 

Was lehren uns nun diese Versuche iiber den Fettstoffwechsel 
bei der Avitaminose? Der avitaminése Kérper verarmt an Fett. Am 
besten steht sich der avitaminése Kérper hinsichtlich der Aufrecht- 
erhaltung seines Fettbestandes bei einer gemischten Nahrung im Gegen- 
satz zu dem Normalkérper, der bei einer vornehmlich aus Fett und 
Kohlehydrat bestehenden Nahrung besonders fettreich wird. Der 
avitaminése Kérper scheint danach durch eine einseitige Ernahrung 
im Gegensatz zu dem Normalkérper besonders gefaihrdet zu sein und 
bei ihr, obschon sie eine reiche Quelle fiir den Fettansatz sein kénnte, 
doch nicht in der Lage zu sein, diese Quelle geniigend auszunutzen. 

Wenn man diese Beobachtungen nun mit den eingangs erwahnten 
Blutbefunden bei der Avitaminose in Verbindung bringt, dann ersieht 
man daraus, da® trotz des gesteigerten Blutfettgehaltes der Fett- 
gehalt des gesamten Kérpers vermindert ist, dab also im avitamindsen 
Korper lediglich mehr zirkulierendes Fett vorhanden ist. Der avitaminése 






























































SSR Aaa Rate. La Bese 














ARSE EE 





























Shi adiiciuieanibaptiabbiebasn collin ots fethatd-ediocnac s Combtcn CoE Ee 









































Sa a Wat a a 








a“ a 
Ecaheenias Seite: Sone 




















MAG hE 


170 K. Asada: 


Korper schmilzt seine Fettdepots ein, seine Zellen nehmen das Nahruny;. 
fett nicht mehr im normalen Tempo zur Ablagerung auf. Es wird 
aber, wegen der Abnahme des Totalfettgehaltes des Kérpers schlieBlic) 
das Nahrungsfett, und obendrein auch noch das Fett aus den Depots. 
trotz alledem zerstért und bei der avitaminésen Zelldegeneration daz 
noch Fett aus dem Protoplasma in Freiheit gesetzt. Aus alledem kann 
man schlieBen, daB bei der Avitaminose die Abgabe des Fettes aus den 
Fettlagern, der Fetttransport in der Richtung zum Blute erhdéht ist, 
und da8 gleichzeitig die Kérperzellen nicht in entsprechend erhéhtem 
Grade Fett aufnehmen. Die Folge ist eine Fettstauung im Blute bzw. 
eine Vermehrung des Blutfettgehaltes. Da aber schlieBlich doch mehr 
‘ett umgesetzt wird als beim Normaltiere, resultiert letzten Endes eine 
Fettverarmung des gesamten Organismus. 

Im Sinne einer Fettstauung im Blute sprechen auch die alimentaren 
Lipamieversuche bei Avitaminose von Collazo und Bosch (I. c.). 

In einer engen Beziehung zum Fettstoffwechsel steht nun der 
Gaswechsel. Es ist tiber allen Zweifel sichergestellt, daB der avitaminése 
Korper im niichternen Zustande einen herabgesetzten Sauerstoff- 
verbrauch aufweist. Diese Tatsache aber steht insofern nicht im Ein- 
klang mit den Ergebnissen meiner Versuche, weil ein gesteigerter 
Fettumsatz eigentlich zu einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch 
fiihren miiBte. 

Nun sind zwei Méglichkeiten fiir die Erkliarung dieses Wider- 
spruchs vorhanden. Es kénnte einmal der avitaminése Kérper nur 
zur Zeit der Nahrungsaufnahme eine gesteigerte Oxydation zeigen. 
und zwar miiBte diese dann pathologisch gesteigert sein; es miiBte 
sich gewissermaBen um einen explosionsartigen Verbrennungsvorgang 
handeln; oder aber es kénnte das Fett im avitaminésen Kérper derart 
zerstort werden, daB harnfahige Kohlenstoffverbindungen entstehen. 
Dann aber miiBte der Kohlenstoff des Harns vermehrt sein. Auch 
andere Méglichkeiten liegen noch vor. Das sind alles Fragen, dic 
einer weiteren Klarung bediirfen. 

Ich habe zunichst hier einen allgemeinen Umri8 fiir die Stérung, 
die der Fettstoffwechsel bei der Avitaminose zeigt, gegeben. Wir 
miissen nun noch etwas genauer betrachten, wie sich der Fettstoff- 
wechsel in den Fallen verhalt, in denen dem Kérper entweder nur 
Eiwei8 oder bei einem EiweiBminimum nur Fett oder nur Kohlehydrat 
gegeben wird. 

Bei reiner Eiwei®nahrung erhalt der Kérper mit der Nahrung 
praktisch tiberhaupt kein Fett. Eiwei8 als Fettquelle spielt also hier 
kaum eine Rolle. So schwindet denn schon im vitaminhaltig ernahrten 
(gleich normalen) Kérper das Fett, indem es bis auf kleine Reste, zum 
Teil nach seiner Mobilisation aus den Depots verbrannt wird. Beim 
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avitaminésea Kérper aber schwindet noch mehr Fett dahin als beim 
normalen Kérper. Der Grund fiir diesen gesteigerten Fettschwund 
kann nur in einer fiir den avitaminésen Korper spezifischen Steigerung 
der Fettbewegung und damit auch der Fettzerstérung liegen. 

Bei reiner Fettnahrung neben einem EiweiBminimum setzt der 
normale Kérper groBe Mengen Fett an, aber der avitaminése wird 
unter diesen Umstanden so fettarm wie bei reiner EiweiSnahrung. 
Der Grund hierfiir muB erstens darin liegen, daB Fett nicht deponiert 
werden kann, und zweitens darin, daB das von den Zellen aufgenommene 
Fett sofort weiter umgesetzt wird. Da nun trotz der groBen Fettzufuhr 
obendrein auch noch die urspriinglich vorhandenen Fettdepots ein- 
schmelzen, obschon man annehmen kann, daB durch das Nahrungsfett 
der Kalorienbedarf reichlich gedeckt wire, wie es ja auch bei dem 
Normaltiere, das dabei sehr fettreich wird, der Fall ist, so muB der 
Grund fiir diese Einschmelzung der Depots bei den avitamindsen 
Tieren in einer mangelhaften Haftfahigkeit der Kérperzellen fiir das 
deponierte Fett und in einem enorm gesteigerten Bedarf an Ver- 
brennungsmaterial von seiten der Zellen liegen. Denn auch dies in 
Zirkulation geratene Fett wird rasch nach seiner Aufnahme in den 
Zellen weiter zersetzt. So kommt es, daB der vornehmlich mit Fett 
ernihrte avitaminése Kérper fast ebenso schlecht hinsichtlich seines 
Fettgehaltes gestellt ist wie der mit reiner EiweiBnahrung ernahrte 
K6rper. 

Bei reiner Kohlehydratnahrung neben einem Eiweiiminimum, 
die also viel Fettquellen enthalt, wird der normale Kérper abnorm 
fettreich, nur nicht ganz so fettreich wie bei der Fettfiitterung. Der 
avitaminése Kérper aber zersetzt die Kohlehydrate, zum Teil nach 
ihrer Uberfithrung in Glykogen, wobei aber das Glykogen fast ebenso 
rasch wieder verschwindet, wie es hergestellt wurde [Collazo und 
Rubino})}. Nun findet im normalen Kérper in der Regel erst dann 
eine Fettbildung aus Kohlehydrat statt, wenn die Glykogenkammern 
gefiilllt sind. Da nun im avitaminésen Kérper es wohl niemals zu einer 
villigen Fillung der Glykogenkammern kommt, wird gebildetes Gly- 
kogen gleich wieder umgesetzt, und das kénnte ein Grund sein, warum 
es hier nicht zu einer Fettbildung aus Kohlehydrat kommt. Aber 
das muB nicht notwendig zutreffen. Es kénnte auch das Kohlehydrat 
im avitaminésen Kérper noch in Fett verwandelt werden, aber das 
entstandene Fett kénnte sofort-wieder weiter in den Zellen umgesetzt 
werden. 

Ich wende mich nunmehr meinen Untersuchungen iiber den 
Cholesteringehalt des avitaminésen Kérpers zu. 


1) Collazo und Rubino, diese Zeitschr. 1923. 
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Einiges ist tiber diesen Gegenstand schon gearbeitet worden. Der Geha|t 
an Lipoidsubstanzen im Blute wurde von Collazo und Bosch (1. ¢.), spezic|| 
auch der Cholesteringehalt des Blutes von denselben Autoren nach der 
Bangschen Methode bei der Avitaminose im hiesigen Institut untersucht. 
Dazu ist allerdings zu bemerken, daB die Cholesterinbestimmung bei der 
Bangschen Methode nicht direkt geschieht, sondern nur die Differenz }.; 
einer Fraktion darstellt. Das Ergebnis war folgendes: Der Phosphatid- 
gehalt des Blutes wird durch die Avitaminose nicht deutlich verandert, 
manchmal wenig herabgesetzt (Collazo und Bosch, |. c.); der Cholesterin- 
gehalt des Blutes aber vermehrt. Lawaczek') fand, daB der Cholesterin 

gehalt des Blutes und der Skelettmuskulatur bei Beriberi-Tauben  ge- 

steigert ist. Am Herzmuskel wurde diese Steigerung vermiBt. Das gilt 

: sowohl fiir die frische Organsubstanz, als auch fiir die Trockensubstanz, 
die vermindert war. Die Gesamt-H,PO, und die Rest-H,PO,, auf di 

i Muskeltrockensubstanz berechnet, war normal, auf die frische Muskulatur 

bezogen, aber vermindert. Cvaccio?) stellte eine inkonstante Verminderung 

des Phosphatidgehalts der Muskulatur bei beriberikranken Tauben fF 

fest. Stepp*) sah die Galle eines avitaminésen Hundes an Cholesterin f 

: verarmen. 
































Hierher gehéren endlich auch jene anatomischen Befunde von Jwa- 
Buchi*), aus denen hervorgeht, daB in der Nebenniere skorbutischer Meer- 
schweinchen in der mittleren Schicht eine hochgradige Lipoidverarmung 
Platz greift, die zu einem fast vélligen Schwinden der doppeltbrechenden 
Substanz fiihrt, und daB die Nebenniere einen herabgesetzten Gehalt an 
Phosphor und Kalk zeigt. (Dieser Autor fand auch eine Herabsetzung des 
Fettgehalts der Muskulatur.) 

Ich habe nun gefunden, daB im Vergleich zum Gesamtfett der 
Cholesteringehalt des Gesamtkérpers (Cholesterin + unbekannte un- 
verseifbare Substanz nach Kumagawa) im Vergleich zum Normal- 
kérper Werte erkennen la8t, wie sie in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt sind. 





Aus diesen Analysenergebnissen geht fiir den vitaminhaltigen 
Korper hervor, daB der Prozentgehalt an Cholesterin am gréBten ist 
bei Fettkost, dann folgt die Kohlehydratkost (Starke, Rohrzucker), 
dann die gemischte Kost, bei der es ziemlich irrelevant ist, ob das Tier 
mit ihr kalorisch suffizient oder insuffizient ernahrt wird, und an letzter 
Stelle steht die reine EiweiBkost. Aus dieser Abhingigkeit des Chol- 
esteringehaltes des gesamten Kérpers von der Art der Erniahrung 
ergibt sich die innige Abhangigkeit des Cholesteringehaltes des Kérpers 
von der Nahrung. Es steht der Cholesteringehalt des K6rpers vor- 
nehmlich in Beziehung zu dem Nahrungsfett oder denjenigen Kom- 
ponenten der Nahrung, aus denen der Kérper am leichtesten Fett 





1) Laweczeck, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 125, H. 5/6, 8. 229. 
*) Ciaceio, Arch. di Farmac. sperim. e Scienze affini 24, 1917. 
3) Stepp, Zeitschr. f. Biol. 69, 514, 1919. 
4) Iwa-Buchi, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, H. 1/2, 8. 65, 1922; 
Beitr. z. path. Anat. u. z. allg. Path. 70, H. 3, S. 440, 1922. 
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bilden kann, namlich den Kohlehydraten. Bei reiner EiweiBkost wird 
der Kérper erstaunlich cholesterinarm. 





Durchschnittswert | Durchschnittswert | _ - d. oe 
" ‘4, | Analysenzahlen pro 
des Gesamts des Cholesterih Tier perechnete lipo 
fettgehalts des gehalts des zytische Koeffizient 
frischen Korpers frischen Kérpers ( Cholesterin 
Totalfettsaure 
Proz. | Proz. q 


Vitaminhaltige gemischte 

Kost nach Funk ... 10,203 1,024 0,110 
Vitaminhaltige gemischte 

Kost 10,280 1,405 0,160 
Vitaminfreie 

Kost 6,230 1,298 0,285 
Vitaminhalt. Eiwei8kost 5,601 0,707 0,147 
Vitaminfreie EiweiBkost 2,577 0,365 0,170 
Vitaminhaltige Fettkost 

mit EiweiBminimum . 14,446 2,280 0,188 
Vitaminfreie Fettkost mit 
Eiwei8minimum ... 
Vitaminhalt. Rohrzucker- 
kost m. EiweiBminimum 12,472 1,256 0,110 
Vitaminfreie Rohrzucker- 

kost m. EiweiBminimum 4,808 0,921 0,253 
Vitaminhalt. Starkekost 

mit EiweiBminimum. . | 11,104 1,367 0,135 
Vitaminfreie Starkekost | 


3,066 0,674 0,275 


mit EiweiBminimum. . || 4,506 0,842 0,223 
Vitaminhaltige gemischte | 
Kost b. Unterernihrung | . 2,965 1,019 0,514 


Werden nun dem KoOrper, der in dieser Weise verschieden ernihrt 
ist, gleichzeitig alle Vitamine entzogen, so leidet, an der Lebensdauer 
und der Kérpergewichtsabnahme gemessen, die gesamte Ernahrung 
des K6érpers, wie ich") in einer friiheren Arbeit nachwies, am wenigsten 
bei gemischter Kost und etwas mehr bei der Kohlehydratkost, noch 
mehr bei der Fettkost und am meisten bei der reinen Eiwei®kost. 
Die Werte fiir den Fettgehalt des Kérpers verlaufen bei diesen ver- 
schiedenen Arten der Ernahrung in ganz derselben Reihenfolge, d. h. 
der Fettgehalt ist am gréBten bei gemischter Kost, dann folgt die 
Kohlehydratkost, dann die Fettkost und schlieBlich die EiweiBkost. 


Es zeigt nun eine Rechnung, bei der man die Abnahme von Fett 
und Cholesterin in den entsprechend ernihrten K6rpern durch die 
Vitaminfreiheit der Nahrung prozentig berechnet, daB immer das Fett 
stirker abnimmt durch den Vitaminmangel, als das Cholesterin ab- 
nimmt. Bei der gemischten Nahrung ist das so deutlich, daB es schon 
auf den ersten Blick auffallt. 


1) K. Asada, diese Zeitschr. 189, 1923. 





































K. Asada: 





bate kik . : Poe ee eS Skeet sok he 
Fettabnahme Cholesterins 





des Kérpers abnahme des K6rpers esteri 
beim Vitaminmange]| beim Vitaminmangel a 
Proz. Proz. urspes 
minos 
Gemischte Kost ...... 39,3 7,6 in de’ 
Zuckerkost......... 61,2 26,7 “<7 
Fee 59,4 38,4 Mabe 
ND ee re ae ete 78,8 70,4 fand, 
Kiweiikostt. 2... 55,3 48,4 dase 
Nun besteht weiterhin eine Beziehung zwischen dem Cholesterin- bildet 
und Phosphatidgehalt des Kérpers, indem beide Stoffe immer neben- te: 
einander vorkommen. Der Phosphor ist aber in den Weichteilen des I 
K6rpers wohl in groBem Umfange als Phosphatidphosphor enthalten. stor 
Nun hat Morinaka') im hiesigen Laboratorium nachgewiesen, dai} stoff 
auch nach forcierter Lecithinfiitterung das bei der avitaminésen Er- fettre 
nihrung nach der Fetteinschmelzung iibrig bleibende Zellgewebe des einze 
Miause- und Rattenkérpers, auf die Asche berechnet, einen im wesent- zur } 
lichen normalen Phosphorgehalt hat, wahrend Naito?) in der Leber sowo 
des avitaminésen Tieres bei forcierter Lecithinfiitterung eine Lecithin- subst 
verarmung im Vergleich zu der Leber des vitaminhaltig und forciert den 1 
mit Lecithin ernihrten Tieres nachweisen konnte bei der Berechnung Musk 
auf das frische Organ. Lawaczeck (l.c.) fand bei Beriberi-Tauben Gesa 
die Gesamtphosphorsaiure, wie die Restphosphorsiure im Muskel, auf ester 
das frische Organ berechnet, vermindert, auf die Trockensubstanz ihr € 
berechnet, aber normal. Die Trockensubstanz dieser Muskulatur phan 
war aber an sich schon subnormal. Das Cholesterin hat, soviel wir nicht 
wissen, nichts mit dem Skelett, sondern héchstens nur mit den Weich- viell 
teilen des Koérpers etwas zu tun. Das Cholesterin nimmt also bei Chol 
der Avitaminose jedenfalls stirker ab als der Gesamtphosphor der sche} 
Weichteile, der wahrscheinlich in ihnen in normalem Prozentgehalt man 
bleibt; aber das Cholesterin nimmt bei der Avitaminose nicht ent- besa 
fernt so stark ab als das Fett. Alles das zeigt, daB der Fett-Chol- 
esterin- und Phosphorstoffwechsel in weitgehender Unabhangigkeit auck 
voneinander bei der Avitaminose verlaufen. Diese Unabhingigkeit oder 
dokumentiert sich darin, da8 das Fett bei jeglicher Art der Ernahrung schv 
in gréBtem Umfange einschmilzt und daB neues Fett kaum mehr im will 
K6rper zuriickgehalten wird; ob es vermindert gebildet wird, kann Blut 
nicht gesagt werden. fanc 
Das Cholesterin, soweit es aus der Nahrung stammt oder soweit Cho 
es noch gebildet wird, wird nur noch in vermindertem Umfange als We 





1) Morinaka, diese Zeitschr. 188, H. 113, 1922 und noch unverdffentlichte 
Versuche. j 
*) Naito, nach dem Manuskript zitiert. 
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solches vom Ké6rper zuriickgehalten; da der Gesamtkérper an Chol- 
esterin nach meinen Versuchen prozentig verarmt, miissen auch die 
urspringlichen Cholesterinvorrate des Kérpers im Verlaufe der Avita- 
minose allmahlich verloren gegangen seip. Das Cholesterin mu8 also 
in den friiheren Stadien der Avitaminose wohl auch in verstarktem 
Mabe ausgeschieden worden sein. Spater wird es dann, wie Stepp (I. c.) 
fand, in vermindertem MaBe ausgeschieden, weil eben nicht mehr viel 
davon im Ké6rper vorhanden ist, vielleicht auch nicht mehr viel ge- 
bildet wird, wofern das Nahrungscholesterin nicht die einzige Chol- 
esterinquelle des K6rpers ist. 

In hohem Grade unabhingig von der genannten Fettstoffwechsel- 
stérung aber verliuft die hier geschilderte Stérung des Cholesterin- 
stoffwechsels insofern, als der Kérper relativ cholesterinreicher als 
fettreich bleibt. Dabei kann natiirlich der absolute Cholesteringehalt 
einzelner Organe bei der Avitaminose sogar zunehmen im Vergleich 
zur Norm, wie das Lawaczek fiir den Skelettmuskel und das Blut fand, 
sowohl bei Berechnung auf die frische, wie auch auf die trockene Muskel- 
substanz. Aber der vermehrte Cholesteringehalt der Muskulatur bei 
den Beriberi-Tauben von Lawaczeck ist wahrscheinlich durch das in den 
Muskeln eingeschlossene Blut bedingt, weil der Cholesteringehalt des 
Gesamtkérpers vermindert ist. Die Cholesterimie (vermehrter Chol- 
esteringehalt des Blutes) findet in der Lipimie bei der Avitaminose 
ihr Gegenstiick. Das deutet darauf hin, daB es sich hier um T'ransport- 
phiinomene handelt, daB entweder das Nahrungscholesterin und -fett 
nicht rasch genug von den Zellen aufgenommen werden oder dab — 
vielleicht ist das gleichzeitig der Fall — aus den Geweben gréBere 
Cholesterin- und Fettmengen in das Blut abstrémen. An eine Aus- 
scheidungsinsuffizienz fiir das Cholesterin von seiten der Leber mu8 
man natiirlich gleichfalls denken, wenn man dafiir auch noch keinen 
besonderen Anhaltspunkt hat. 


Hier sei endlich noch einmal auf die bekannte Beobachtung, die 
auch meine Versuche aufs neue bestatigen, hingewiesen, daB im Hunger 
oder bei Unterernihrung mit Vitaminzufuhr das Korperfett fast 
schwindet, wihrend der Cholesteringehalt hoch bleibt. Rothschild') 
will sogar eine Cholesterinvermehrung beim hungernden Kaninchen in 
Blut, Leber und Nebenniere gefunden haben. In meinen Versuchen 
fand ich bei gemischter vitaminhaltiger Ernahrung fiir die Fett- bzw. 
Cholesterinabnahme des Kérpers infolge Unterernihrung folgende 


Werte: 
Fettabnahme. . . ese 
Cholesterinabnahme ..... . 2 


1) Rothschild, Zieglers Beitrage 60, 227, 1915. 








176 K. Asada: 
Es verhalt sich demnach der vitaminfrei ernahrte Kérper ahnlich 
wie der vitaminhaltig, aber unterernihrte Kérper, indem in beiden 
Fallen die Fettabnahme stirker ist als die Cholesterinabnahme; nur 
ist bei der Unterernahrung und beim Hunger der Unterschied zwischen 
der Fett- und Cholesterinabnahme bedeutend gréBer als bei der avita- 
minésen Ernahrung. 

Anders ausgedriickt, zeigt der hungernde, aber vitaminreich er. 
nihrte Kérper im Vergleich zum Fett eine starke Cholesterinvermehrung, 
der avitaminése Koérper zeigt dasselbe Phainomen, nur in etwas ab. 
geschwachter Form. 

Wiahrend nun zwischen der Stérung des Fett- und Cholesterin. 
stoffwechsels bei der Avitaminose nur insofern ein Unterschied besteht, 
als die erstere an Intensitat die letztere iibertrifft, aber beide doch in 
derselben Richtung verlaufen, zeigt der Phosphorstoffwechsel, soweit es 
sich um den Weichteilphosphor handelt, keine so auffillige Stérung, 
abgesehen vielleicht von einer Verschiebung in dem Verhiltnis des 
Lecithinphosphors zum iibrigen Phosphor in der Leber, wie das aus den 
Naitoschen Versuchen mit forcierter Lecithinfiitterung hervorzugehen 
scheint. — Endlich ist hier noch auf folgende Tatsache hinzuweisen: Der 
Prozentgehalt des Kérpers an Cholesterin wird bei den verschiedenen 
Arten der Ernahrung durch die Vitaminfreiheit der Nahrung — abgesehen 
davon, daB der Cholesteringehalt in allen Fallen abnimmt — noch 
obendrein insofern besonders veriandert, als bei vitaminhaltiger Nahrung 
die Fettnahrung den Kérper am cholesterinreichsten macht, als aber 
bei vitaminfreier Nahrung die Fettnahrung den Kérper in einem im 
Vergleich zu allen anderen Nahrungsarten ganz ungewéhnlich hohem 
Mae cholesterinarm macht. Warum verliert nun der avitaminése 
Korper bei der Fettnahrung so viel Cholesterin, obwohl diese gleiche 
Nahrung bei der Gegenwart von Vitamin so viel Cholesterin erzeugt ’ 

Auch hier geht die Stérung parallel mit der Stérung des Fett- 
stoffwechsels. Denn die vitaminhaltig mit Fett ernihrten Tiere haben 
den héchsten, die vitaminfrei mit Fett ernahrten Tiere aber mit Aus- 
nahme der EiweiBtiere den niedrigsten Fettgehalt. 


Reihenfolge der proz. Fett- und Cholesterinwerte des Kérpers bei den ver- 
schiedenen Arten der Erndhrung in vitaminhaltigem und vitaminfreiem Zustande. 


(Die oberste Reihe gibt die héchsten, die unterste die niedrigsten Werte an.) 





Vitaminhaltig Vitaminfrei 
Fettwert 
BO eae, Gemischte . 
Zucker . . Zucker | 
Starke .. } Nahrung Starke » Nahrung 
Gemischte . Pee | 


EiweiB bya EiweiB 
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Vitaminhaltig Vitaminfrei 
Cholesterinwerte 
Feti. ..33% Gemischte . 
Gemischte . | Zucker .. | 
Starke ..) Nahrung Starke .. } Nahrung 
Zucker | Fett | 
EiweiB EiweiB 


Reihenfolge der Lebensdauer der Tiere bei den verschiedenen Nahrungsarten. 
(Die oberste Reihe gibt die lingste, die unterste Reihe die kiirzeste 
Lebensdauer an). 


Vitaminhaltige Ernahrung Vitaminfreie Ernihrung 
Gemischte ) Ohne Unters Gemischte . 
Fett bog wlhren | Zucker | 
Zucker dauerte. Nahrung Starke . » Nahrung 
Made ee ees | Foe. | 
PN ES IS EiweiB 


Ergebnisse. 

1. Bei der Avitaminose nimmt der prozentige Totalfettgehalt wie 
auch der Neutralfettgehalt des Kérpers, auf die frische K6érpersubstanz 
berechnet, ab. 

2. Bei der Avitaminose ist der K6rper am fettreichsten bei ge- 
mischter Nahrung, er enthalt weniger Fett bei vorwiegender Kohle- 
hydratkost, noch weniger Fett bei vorwiegender Fettkost, und am 
wenigsten Fett bei reiner EiweiSkost, wihrend der Normalkérper am 
fettreichsten bei vorwiegender Fettkost, etwas weniger fettreich bei 
vorwiegender Kohlehydratkost, noch weniger fettreich bei gemischter 
Kost und am fettaérmsten bei reiner EiweiBkost ist. 


3. Im Gegensatz zum Normalkérper beeinfluBt eine vornehmlich 
fetthaltige Nahrung den Fettgehalt des avitaminésen Kérpers am 
ungiinstigsten. 

4. Da bei der vornehmlichen Fettnahrung der avitaminése Kérper 
fettarmer wird als bei vornehmlicher Kohlehydratnahrung, wirkt 
Kohlehydratzufuhr fettsparend im Gegensatz zur Fettzufuhr, woraus 
folgt, daB bei der Avitaminose in erster Linie das Kohlehydrat, in 
zweiter Linie das Fett in gesteigertem Umfange verbraucht wird. 
Kine nennenswerte Fettbildung aus Kohlehydrat ist bei der Avita- 
minose zum mindesten nicht nachweisbar. Wenn sie vorhanden ist, 
muB das gebildete Fett sofort wieder zerstért werden. 


5. Da der avitaminése Kérper — abgesehen von dem Falle der 
reinen Eiweibfiitterung — um so fettirmer wird, je mehr Fett er mit 
der Nahrung bekommt, miissen die Vitamine, vielleicht gerade der 
Vitaminfaktor A neben den anderen Faktoren, im Sinne der Fett- 
bindung und Fettstapelung und damit auch im Sinne einer Kin- 
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schrar kung der Fettzerstérung wirken, wie das auch von ihrem Einf];:)3 


auf die Kohlehydrate (Glykogen) bekannt ist. 
6. Die Fettarmut des vitaminfreien Kérpers bei reiner EiweiBkox1 


erklart sich in erster Linie aus dem Kohlehydrat-, in zweiter Linic 


aus dem Fettmangel der Nahrung, und ferner aus der gesteigerte 
Fettzerstérung im avitaminésen Zustande. 

7. Der relativ hohe Fettgehalt des avitaminésen Kérpers }v 
gemischter Kost erklart sich einmal aus der Tatsache, daB nach meine 
friiheren Untersuchungen tiberhaupt der vitaminfreie Kérper hinsichtlich 
Lebensdauer und Kérpergewichtsbestand, also fiir die annihernde 
Aufrechterhaltung der normalen Funktionen am besten gestellt ist bei 
der gemischten Nahrung, ferner daB hierbei die Kohlehydrate ihren 
fettsparenden EinfluB geltend machen kénnen. Wenn bei der Avita- 
minose auch in erster Linie der Kohlehydratstoffwechsel, in zweiter 
Linie erst der Fettstoffwechsel, und gar in dritter Linie erst der Eiwei(3- 
stoffwechsel gestért ist, so leidet doch schlieBlich der Stoffwechse! 
aller organischen Nahrungskomponenten Not, und so muB auch der 
avitaminése Kérper um so empfindlicher getroffen werden, je mehr 
eine Quote seines gesamten organischen Stoffwechsels durch eine 
einseitige Ernahrung belastet wird. Dann tritt aber leicht eine véllige 
Insuffizienz dieser Quote durch Uberlastung ein, und da die anderen 
Quoten mehr oder weniger ausgeschaltet sind, kénnen sie nicht unter- 
stiitzend eingreifen. Darum sinkt im allgemeinen das Kérpergewicht 
um so mehr, und die Lebensdauer der Tiere bei der Avitaminose wird 
um so mehr verkiirzt, je einseitiger die Ernahrung ist. Aber auch hier 
wirkt die vornehmliche Fettnahrung, abgesehen von der reinen Eiweils- 
nahrung, am schidlichsten. 

8. Der Cholesteringehalt des avitaminésen Kérpers ist, auf dic 
frische Kérpersubstanz berechnet, entsprechend dem Totalfettgehalt 
vermindert im Vergleich zur Norm. Im Vergleich zur Fettabnahme 
ist aber die Cholesterinabnahme bei der Avitaminose im Kérper geringer. 

9. Bei der Unterernihrung mit vitaminhaltiger gemischter Kost 
nimmt der Fettgehalt des Kérpers starker ab als in der Avitaminose 
bei gemischter Kost. Im Vergleich zum Fettgehalt ist der Cholesterin- 
gehalt des Kérpers bedeutend héher. 

10. Die hier mitgeteilten Befunde iiber das Verhalten der Fette 
bei der Avitaminose (die Erhéhung des Blutfettgehaltes bei Vermin- 
derung des Fettgehaltes des gesamten Organismus, die notwendige 
Annahme einer stiirkeren Fettverbrennung und einer verminderten 
Fettstapelung) lassen erkennen, daB eine Stérung der Fetthewegung, 
und zwar ein vermehrter Transport des Kérper- und Nahrungsfettes 
zu den Stitten der Fettverbrennung vorliegt (vgl. hierzu die An- 
schauungen von W. Arnoldi). 
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Die in den vorliegenden Untersuchungen zutage tretenden inter- 
essanten Beziehungen zwischen Fett- und Kohlehydratstoffwechsel 
hediirfen noch einer weiteren Bearbeitung. 


Versuchsprotokolle. 
Versuchsanordnung. 
Die Versuchstiere waren junge Ratten von ungefahr gleichem Alter. 
Diese hatte ich in zwoélf Gruppen geteilt; sieben Gruppen wurden mit 
vitaminhaltiger Nahrung, fiinf Gruppen mit vitaminfreier Nahrung ge- 
fiittert. Alle Tiere wurden nach 5%-wéchiger Versuchsdauer mit 
Ather getétet. Die ganzen Tierkérper wurden nach vorheriger Abwaschung 
des Felles mit Ather und Reinigung des Magendarmkanals von seinem 
Inhalt in 30proz. (eventuell 30 g/dl-iger) Natronlauge aufbewahrt, natiirlich 
jedes Tier in einem Gefa8 fiir sich (naiheres siehe unter ,,Methodik*). Die 
Fiitterung der Tiere wurde so vorgenommen, da jede Gruppe, die in einem 
besonderen Kiafig untergebracht war, am Morgen ihr Eiwei®minimum 
mit Salzgemisch und den frischen oder — bei den avitaminésen Gruppen — den 
autoklavisierten Mohrriiben nebst destilliertem Wasser bekam. Nachdem 
diese Morgenportion aufgefressen war, bekam jede Gruppe die Futterzulage, 
die sie nach Belieben fressen konnte, namlich destilliertes Wasser, EiweiB 
oder Speck oder Weizenstarke oder Rohrzucker, oder alle diese Nahrungs- 
bestandteile in bestimmtem Verhialtnis gemischt. Die Abendmahlzeit war 
immer so reichlich bemessen, daB am folgenden Morgen noch Futter im 
Napfe war. Diese Futterreste wurden dann entfernt und wieder die Morgen- 
mahlzeit gegeben. , 
Auf ein Tier berechnet, bestand die Mahlzeit aus: 
WCW oe ee OSE 


rg a ae ea eis Eiwei8minimum 
Paagniiene 6 os ee OR g 
Mohrriiben frisch. ...... 3,0g 
oder 
Mohrriiben getrocknet .... 0,4¢ 


‘3g frische Mohrriiben entsprechen 0,4 g getrockneten und dann im 
Autoklaven erhitzten Mohrriiben. Der Wassergehalt der Mohrriiben be- 
tragt 86,7 Proz. 

Das Salzgemisch hatte folgende Zusammensetzung: 


oY d O18 ot Cae ra em camrereremirarans | I 
MGR a ews eee e © + BU 
WORE ok ee ee ee 
Natriumsitrat - ..... . . 15,0g 
Me 8 ON ae 
Caiomumaitrat = .... 0... 60g 
Hisenzitrat . . . oe eee 


Die gemischte Nahrung, die bestimmte Gruppen als Abendmahizeit 
erhielten, hatte folgende Zusammensetzung: 


WeizeneiweiB ........ «41,1 Teil 
oO SIGE Sn a Open eoeiegins Fo ee" 
PENN ioe eo a gas earn, $e a RO 9 
NVGINOUMIMENS. 00.6006 ee oe Bh gs 
SS SIRE OO te ae aes ©. em 
Destilliertes Wasser. . .... q,8 


12* 
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Da die mit Eiwei8 + Vitamin allein, oder die mit Eiwei8 oder eine; 
EiweiBminimum + Fett oder Zucker oder Starke aber vitaminfrei erniahrte:, 


Tiere bei dieser einseitigen Nahrung zu kurz leben, als da8 der ganze Koérpev 


véllig vitaminfrei werden kénnte, habe ich alle diese Tiere, also die Gruppen 


Nr. 6, 9, 10, 11, 12 zunaéchst 4 Wochen bei gemischter Nahrung (Nr. ( 


vitaminhaltig, Nr. 9, 10, 11, 12 vitaminfrei) gehalten und ihnen dann 


114% Wochen lang die vorgeschriebene einseitige Nahrung gegeben und dic 


Tiere nach dieser Zeit getoétet. 


Gruppen mit vitaminhaltiger Nahrung. 
1. Gruppe (,,funks normale Fiitterung‘‘) 4 Ratten. 








[> WeizeneiweiB. . . . . . 1,lg pro Ratte 
- Pe RMS eS en pay Ilg:,, ’ 
Morgenportion: 3. Salzgemisch “Pe Pet ee ie EN 0,3 g ” ” 
| 4. Destilliertes Wasser. . . q.8. 
1. Rohrzucker ...... 10¢g ” > 
2. Weizenstérke. ..... ot & os a 
: ys a ae pen REE 10,0 ‘aoe 
Abendportion: | RN a as eee 2108 ’ 
CE i Ss O38 + 
6. Hefeauszug ...... 0,6¢g ,, ’ 
2. Gruppe (,,gemischte Gruppe‘‘) 3 Ratten. 
1. WeizeneiweiB. . . .. . 0,5g pro Ratte 
. Oe A eee 0,5 g ” ” 
Morgenportion:{ 3. Salzgemisch ..... . 03g » » 
4. Mohrriiben (frisch) eae 3,0¢g ” ” 
5. Destilliertes Wasser .. q.5. 
bs Us ees 3,0 Teile 
2. WeizeneiweiB +Casein. . 2,2 ,, ie 
4 Abendportion: { 3. Weizenstarke. .... . > Ay Rare ‘ebe 
Bi 4. Rohrzucker ...... 18 ,, Belieben. 
F, 5. Destilliertes Wasser .. q.8. 
1 3. Gruppe (,,Starkegruppe) 4 Ratten. 
i 1. WeizeneiweiB .... . 0,5g pro Ratte 
2. Casein ee ey tae” a nee ey Mo ey 0,5 2g > °° 
Morgenportion:{ 3. Salzgemisch ...... O38 + 9 
4. Mohrriiben (frisch) . . . 3,0g ,, * 
5. Destilliertes Wasser .. q.8. 
Abendportion: My haat MO sie } nach Belieben. 
4. Gruppe (,,Zuckergruppe‘‘) 3 Ratten. 
. WeizeneiweiB ..... 0,5g pro Ratt 


1 

2. Casein ai car Wen eee ae Seer yee 0,5¢ ” »- 
Morgenportion:{ 3. Salzgemisch ...... 0,32 ,, ms 
4. Mohrriiben (frisch) San 3,0¢ 9 ”» 
5. Destilliertes Wasser .. q.8s. 
1. 
2. 


Rohrzucker ...... | 


Abendportion: 
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5. Gruppe (,,Fettgruppe‘‘) 5 Ratten. 


1. WeizeneiweiB ..... 0,5g pro Ratte 
| Be RE esc dS 9 ee ee 0,58 +» ow» 
Morgenportion:/ 3. Salzgemisch ..... . O38 » 


4. Mohrriiben (frisch) . . . 3,0g ,, . 
5. Destilliertes Wasser .. q.5. 

as, fe ETE ie ee | 
Destilliertes Wasser 


6. Gruppe (,,EiweiBgruppe‘‘) 3 Ratten. 


Abendportion: 4 





1, WeizeneiweiB ..... 1,lg pro Ratte 
Bi MO sk cig ee llg ” ” 
Morgenportion:! 3. Salzgemisch ..... . 0,32 ,, » 
4. Mohrriiben (frisch) . . . 3,0g ,, “ 
5. Destilliertes Wasser. . . q.8. 
| 1. WeizeneiweiB ..... | 
Abendportion: ; 2. Casein. ........ nach Belieben. 


3. Destilliertes Wasser 
7. Gruppe (,,unterernéhrte gemischte Gruppe‘) 5 Ratten. 
Mit Hilfe dauernder Kontrolle des K6érpergewichts wurde die tagliche 
Nahrungsration abgemessen, so daB der Zustand einer Unterernahrung 
erzielt wurde. Die Ernahrung war im iibrigen diejenige der zweiten Gruppe. 


Gruppen mit vitaminfreier Nahrung. 
8. Gruppe (,,gemischte Gruppe‘) 4 Ratten. 





1. WeizeneiweiB (Autoklav) 0,5g pro Ratte 
[ 2. Casein ( my ) 06g ,, - 
Morgenportion: | 3. Getr. Mohrriiben ( a } Oh ,, re 
| 4. Salzgemisch Fee gate em ay ae 0,3 g ” ” 
5. Destilltertes Wasser. . .. q.8. 
1. Speck (Autoklav) .. . . 3,0Teile 
2. WeizeneiweiB (Autoklav) poe 
é + Casein - 2,2 ,, 
Abendportion: | 5 weizenstarke . : Peas : oes Be- 
& eomrecker oe sk a ae lieben. 
5. Destilliertes Wasser .. . q.s. 
9. Gruppe (,,Starkegruppe‘‘) 3 Ratten. 
1, WeizeneiweiB (Autoklav) 0,5g pro Ratte 
| 2. Casein ( ah ) 05¢ ,, e 
Morgenportion:} 3. Getr.Mohrriiben( ,, ) 04g ,, ‘“ 
| 4. Salzgemisch ....... 03g ,, ” 
‘5. Destilliertes Wasser. . . . q.8. 
Abendportion: : a a Sehr: nach Belieben. 


10. Gruppe (,,Zuckergruppe“) 3 Ratten. 
1. WeizeneiweiB (Autoklav) 0,5g pro Ratte 


3. Casein ( ” ) 0,5 g ” ” 
Morgenportion:, 3. Getr. Mohrriiben ( ‘ } Bee. ” 
| 4. Salzgemisch Stee 6 ee 0,3 2 ” ” 
5. Destilliertes Wasser ... q.8. 
y | 3s DOMINONNE es | . 
Abendportion: | 2. Destilliertes Wasser .. . | nach Belieben. 
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11. Gruppe (,,Fettgruppe‘) 4 Ratten. 
1. WeizeneiweiB 





2. Casein ( we ) 0,5g 
Morgenportion:) 3. Getr. Mohrriiben ( Pe ) 04g 
4. Salzgemisch ....... 0,3 ¢ 
5. Destilliertes Wasser ... q.5. 


. | 1. Speck (Autoklav) 
Abendportion: ts Destilliertes Wasser 


12. — (,,.KiweiBgruppe*‘) 3 Ratten., 





WeizeneiweiB (Autoklav) 1,1 g pro Ratte 
i: Casein eae te ce 
Morgenportion: Getr. Mohrriiben ( he ) 04g a 
4, Salzgemisch ....... 0,3 g ma 
5. Destilliertes Wasser ... q.S8. 
‘Aen’ . _ { 1. Weizeneiwei8 + Casein (Autoklav) | nach 
endportion: |» Destilliertes Wasser. ..... . | Belieben. 


Tabelle des Kérpergewichts der lebenden Tiere. 


Beobachtungszeit. ) 


(Autoklav) 0,5g pro Ratte 


%° 


rs | nach Belieben. 


(Zur Illustration der Kérpergewichtsverinderungen im Verlauf der 








Nummer des Tieres 





Versuchstag || a - b c d 





Korpergewicht in g 


a Gruppe (..Funks ‘tenuis: Fiitterung*). 
75 82 60 80 





75 90 | 57 85 
77 95 | 57 83 
| 80 93 “Pepe 
oe 97 57 87 
80 95 58 83 
79 96 57 81 
2. Gruppe ( < eegedernaaden Nahrungsgruppe') 
62 
| 64 78 62 
70 75 68 — 
72 | 82 64 —_ 
Foes ey ha a ee na 
70 83 60 _ 
\ 75 86 66 — 
3. Gruppe (,,Starkegruppe**). 
| 32 66 70 67 
35 60 63 63 
| 39 6 2 |tsé8T 63 
35 63 68 62 
38 70 | 70 60 
38 66 68 57 
35 | 64 66 | 52 
4. Gruppe (,,Zuckergruppe‘*). 
] 67 56 58 _ 
60 50 60 — 
ae ee ee 61 wn 
} 64 50 65 —_ 
| 60 52 70 “~ 
62 49 70 — 
| —_— 


63 49 67 


2s ie we ae 


DAT ETT 
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Tabelle des Kérpergewichts der lebenden Tiere. (Fortsetzung.) 
e = 
aeareasl oo Laem 
Versuchstag Bene pn Pie IS Bas 2 nEocre c ee Bags | e 
SE ae _ Korpergewicht in g 
\ 5. Gruppe (,,Fettgruppe"’) 
1. | 71 35 40 | 50 40 
Eee ee ue oe 46 
e | 7 42 50 45 49 
22. || 70 40 53 47 48 
0. | 7% $i ee ae 50 
30. | 75 45 | 58 50 51 
38. | 77 46 54 47 5l 
6. Gruppe oon eaiaatibe 
q Re 75 Wee 50 ae 
, 70 | 168 55 _ die 
15. |] 72 170 55 te xs 
. 2 || 75 115 58 ioe FP 
9. | 78 190 «8§6©| ~=60 — i 
26. 65 wee be Pe es 
_ 38. 61 160 | 48 — 
“a 7. t eeeeee (Fr IReS gemischte wer 
ee 93 75 | 78 88 75 
eS 89 74 70 75 69 
15. 7 ees GT ES Ge ee 
22. 70 53 | 55° | 62 57 
eS a ee Heo e 1. 8 45 
36. 58 | 38 38 45 40 
38. 55 32 34 | 39 31 
8 Gruppe (temiechte Nahrungsgruppe*) vitnenintvel! 
ee ae 70 ee eS — 
y 7 69 65 68 57 a 
1% | 65 61 | 68 47 ate 
22... || 63 60 62 43 — 
29. 62 60 57 43 
36. 60 58 55 40 — 
38. 57 55 53 | 35 | nie 
9. Gruppe ( _, Starkegruppe") vitaminfrei ! 
1, 72 eae Bea ss ram 
¥. 71 70 70 — — 
15, 65 65 67 o os 
22. | 65 57 66 a ie 
2. | 62 50 55 -- o 
36. 55 48 52 — _ 
38.. 46 39 47 die sare 
10. Gruppe (,,Zuckergruppe‘‘) vitaminfrei! 
eae 80 87 | 77 | — -— 
7. 77 eg ates . comes Gees — 
15. | Bie fe Bs 5 ~ 
22. | 70 | 83 | 67 — 
29. 62 72 57 —_ 
36. "a ceca, aeeee Wee — . 
38. 59 67 46 aa — 
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Tabene des rose sah tesa der lebenden Tiere. (Fortestauag. ) 





y 

| 

Versuchstag r : b . 
nae Sar Kérpergewicht i in a 


ee ‘incon (,,Fotégruppe’) vitaminfrei! 
i: 1 80 | 70 70 
y 2 63 59 
Is. | | 60 60 
22, | 50 | 57 
29. H 50 55 
36. | 39 | 42 
34 39 
. Gruppe (,Hiweileruppe) vitaminfrei! 

80 


Nummer ‘des “Tieres 


Ree 


es 3 | 
| 72 74 
| 70 74 
{ 60 62 
51 50 
| 45 46 

Methodik. 

Nach Sekita*) finden sich im Fettgehalt der Mause von verschiedenen 
Wiirfen betrichtliche Unterschiede. Aus diesem Grunde wollte ich eigentlich 
auch die Ratten fiir meine Versuche vom gleichem Wurfe haben, doch war 
es mir nicht méglich, so viel Wiirfe zu bekommen, als ich nétig hatte. Ich 
nahm deshalb Tiere aus verschiedenen Wiirfen, aber von ungefahr gleichem 
Alter. Die Tiere wurden genau so gefiittert, wie die Tiere, tiber die ich in 
meiner Arbeit ,,Uber die Wirkung einseitiger Ernahrung bei Avitaminose* 
berichtet habe. Da in dem Terminalstadium der Avitaminose sich zu der 
avitaminésen Stoffwechselstérung oft echter Hunger infolge mangelhafter 
Nahrungsaufnahme hinzugesellt, tétete ich deshalb die Tiere schon nach 
5% Wochen Lebensdauer und bewahrte sie in Natronlauge auf. Die Tiere 
wurden mit Ather rasch getétet. (Bang stellt zwar fest, daB bei Ather- 
narkose eine voriibergehende Fettvermehrung im Blute des Hundes auftritt, 
doch ist das ohne Einflu8 auf meine Analyse.) Nach dem Tode wurde jedes 
Tier gleich mit Ather auBerlich abgewaschen, um das Speisefett zu entfernen. 
Bei der Analyse wurde der Magen und Blinddarm allein mit dem Messer 
gedffnet und die darin befindliche Kotmasse entfernt. Der iibrige Darm 
wurde durch Fingerdruck entleert und dann das Tier gewogen. Bei der 
Fettbestimmung habe ich mich der Methode von Kumagawa-Suto bedient. 

Bei der Verseifung habe ich nach Shimidzu*), Shibata*) und Sekita'*) 
gearbeitet. Die Seifenlésung wurde in Me8kolben bis zur bestimmten Menge 
mit Lauge aufgefiillt und gut gemischt. Hiervon wurde entsprechend der Menge 
des Fettes !/,) bis 4/.9 abpipettiert und weiter nach Kumagawa-Suto ver- 
arbeitet. Da die unverseifbaren Substanzen zum groBen Teil aus Cholesterin 
bestehen, wurden sie einfach als Cholesterin in Rechnung gestellt. In den 
folgenden Tabellen sind die Kérpergewichte nach der Atherwaschung dex 
Felles und der Entfernung des Magendarminhalts angegeben. 





Beages 


1) N. Sekita, Mitt. a. d. med. Fak. d. Kaiser]. Universitat zu Tokio 28, 
H. 2, 8. 199—254, 1922. — *) Y. Shimidzu, diese Zeitschr. 28, 237—273, 
1910. “es M. Shibata, ebendaselbst 87, 345, 1911. — 4) Sekita, 1. c¢. 
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Fettstoffwechsel bei Avitaminose. I. 




















































Analysentabelle. 
A. Gruppen mit vitaminhaltiger Nahrung. 
9 ea aes ae SS 
jae ce | ae ‘ 
tet 5 ¢ £ g | 43 = £5 
Be-e| 33 | $ : § | ss) 2 | £3 
eel Bega| SE) € | 2 | 8 | 5) 2 | BE 
ees} 2°) 8 | 6} 6 [2 | 2 | 
Lt ef roe | | Pros | | Pro 
1. Gruppe (Funks normale Fiitterung) 
a | 70,00 | 7,534 | 10,763) 0,688 | 0,987 | 6,846 | 10,229| 0,11 
b | 86,97 | 11,080 | 12,888/ 1,384 | 1,611 9,696 | 11,797| 0,14 
c || 49,46 | 3,366 | 6,805) 0314 0,635 3,052 6,455! 0,10 | 
d | 74,70 | 7,736 | 10,357| 0,634 | 0,862 | 7,102 9,945, 0,09 | 
Durchschnitt — | 9607) 011 
2. Gruppe (gemischte Nahrungsgruppe). 
a | 67,28 | 7,316 | 10,873| 0,732 | 1,088 | 6,584 | 10,236! 0,10 
b | 77,13 | 9,292 | 12,048; 1,328 | 1,722 | 7,964 | 10,801} 0,17 
© | 68,85 4,660 | 7,919) 0,826 | 1,405 | 3,834 | 6,811) 0,22 
Durchschnitt . . | 10,280; — | 1405) — 9,316! 0,16 
3. Gruppe (Starkegruppe). 
a | 30,70 | 2,698 0,226 | 0,736 | 2,472 | 8,422) 0,09 
b | 57,96 | 5,830 1,674 | 4860 | 8,771| 0,19 
e | 58,77 | 7,662 1,449 | 6,810 | 11,641] 0,12 
d | 45,20 | 5,676 | 12,534| 0,702 | 1,550 | 4,974 | 11,487; 0,14 
Durchschnitt 11,104 — | 1367| — | 10,080| 0,135 
(Zuckergruppe). 
a || 56,53 | 8,206 | 14,519! 0,912 | 1,613 | 7,294 | 13,496| 0,12 
b | 44,65 | 6,286 | 14,077; 0,570 | 1277 5,716 | 13,390 0,10 
© | 60,07 | 5,208 | 8,821; 0,528 | 0,879 | 4,770 | 7,806| 0,11 
Durehschnitt | 12472; — |°1,256| — | 11,564] O11 
5. Gruppe (Fettgruppe). 
a | 68,13 | 9,906 8,256 | 12,676| 0,20 
b | 4197 5,798 4,826 | 12,027| 0.20 
e | 47,85 8,888. 7,618 | 16,788) 0,15 
d | 43,79 | 4,324 | 1,646 | 3,603  8,606| 0,20 
@ | 44,43 | 6,864 | 2,377 | 5,806 | 13,673) 0,18 | _ 
Durchschnitt — | 12,754) 0,188 | 
6. Gruppe (EiweiBgruppe). 
a || 54,66 | 2,526 4623) 0.422 | 0,772 2104 4,026) 0,20 
b | 145,53 | 10,704 7,355) 1,188 | 0,816 9,516 6,830| 0,12 
c | 44,28 | 2,136 4826) 0,236 | 0,533 | 1,900 4,488 0,12 | 
Durchschnitt — | 5,115} 0,147 
7. Gruppe (mit gemischter Nahrung unterernaéhrte Gruppe). 
a | 50,20 2,034 | 1,378 | 2,871! 0,48 
b | 29,79 1,190 0,650 | 2,282 0,83 
© || 31,27 0,784 | 0,514 | 1,719 0,52 
d | 36,32 0,854 _ | 0,686 | 1,976 0,24 
e 28,24 0,540. 0,360 | 1,333 0,50 
Durchschnitt — | 2036) 0,514 
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B. Gruppen mit vitaminfreier Nahrung. 





tischer 


Neutralfett 
ffizient 
Bemerkungcn 


extrakt 
Oz 


oe 


Hochmolekulare 
Fettsaure 
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Kérpergewicht 
(Frischsubstanz 
ausschl. Magen- 
* wu. Darminhalt) 
Petrolather- 
Cholesterin 


+ 
= 
2 
_ 
E 
a 
a 
2 
'é) 
~ 


Proz. | 
A. 


« Cholesterin 
Li 


| Proz. Proz. 


we 
‘hon 


8. Gruppe (aeolailibe Slieuguieane: 

52,39 | 4,268 | 8,149 | 0,702 | 1,340 | 3,566 | 7,119 

48.85 | 3,138 6,424 | 0,550 1126 | 2,588 | 5,542 
46,10 | 2,916 6390 0,704 | 1/527 | 2,242 | 5,087 | 
30,70 | 1,214 3,954 IL 0,368 | 1,199 | £ 0,846 2,882 | 
Durchsehnitt . . 6,230 — | 1298; — 5,158 | 
9. Gruppe (Starkegruppe). 
a || 41,59 | 2644 6,357 | 0,652 1,567 | 1,992 5,058 | 0; iiber 
b | 35,80 | 2,026 5,659 | 0,254 0,709 | 1,772 5,177 | mit d 
e 43,00 0,646 1,502 | 0,108 0,251 | 0,538 1,309 | 


Durehschnitt .. | 4506; — | 0842; — | 3,948! 0, 


10. Gruppe (Wuvhargruppe). 
a | 54,58 | 1,586 | 2,905 | 0,318 | 0,583 | 1,268 | 2,430 
b | 60,64 | 3,050 5,030 0,762 1.257 2288 | 3.946 | Pote: 
c | 4205 | 2.728 6.489 0,388 | 0,923 2340 5,821 Bac die 


Durchschnitt .. | 4808; — | 0921; — | 4066| 0, gemié 


11. Gruppe (Fettgruppe). | 
|| 39,60 | 0,312 | 0,785 | 0,058 | 0,146 0,253 | 0,669 | gestorben schie 
i 56,10 | 2,398 | 4.272 0,480 | 0,856 1,918 | 3,576 | dure! 
| 31 "43 | 1,308 | 4,155 0,292 0.929 1016 | 3,381 
d | 35, 07 | 1,068 | 3,050 0,268 0.764 0.800 | | 2.386 Stat 


Durchschnitt .. | 3,066| — | 0674, — | 2,503 | 0,275. oe 
12. Gruppe (Eiwei®gruppe). viell 


a || 49,02 | 0,430 | 0,877 | 0,072 | 0,147 | 0,358 | 0, | gretorben such 
b 41,75 | 1338 3,205 0,192 | 0460 1,146 Cam 
c | 41,41 | 1,610 | 3,648 | 0,202 | 0.488 1,408 | 


Durchschnitt .. | 2577| — | 0365) — + 98 | 0,170 | H kein 
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Dielektrizititskonstante des alkoholhaltigen Serums. 
Von 
Reinhold Fiirth und Rudolf Keller. 


(Aus dem Institut fiir theoretische Physik der deutschen Universitat in Prag.) 





(Eingegangen am 14. Juli 1923.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 






In verschiedenen fritheren Arbeiten') wurde die vergleichsweise 
iiberraschend hohe Dielektrizitatskonstante des Serums beschrieben und 
mit der starken chemischen Reaktionsfaihigkeit des Serums in Zusammen- 
hang gebracht. Eine hohe Dielektrizitatskonstante — kurz Dieko — 
ist nach Nernst und Thomson mit einer hohen Dissoziationskonstante 
im Zusammenhang — nach dem Gesetz von Walden mit der dritten 
Potenz der Dieko —, und es war daher von besonderem Interesse, 
die Wirkung von Beimischungen zu untersuchen, welche erfahrungs- 
gemaB die Lebensprozesse im Organismus steigern. 

Als eines der Mittel von auffalligster physiologischer Wirkung 
schien sich ein Campherzusatz zu empfehlen. Die mit Campher bisher 
durchgefiihrten Versuchsreihen' ergaben jedoch ein negatives Resultat. 
Statt der erwarteten Erhéhung trat sogar eine minimale Herabsetzung 
der Dieko ein, von der es jedoch noch nicht sicher ist, ob sie nicht 
vielleicht von dem zur Emulgierung benutzten Ole herrihrt. Die Ver- 
suche wurden in der Weise gemacht, in der die Mediziner in 01 gelésten 
Campher verwenden, also mit sehr kleinen Mengen?). 

Ebenso lieB ein Coffeinzusatz, angestellt durch einen Teeabsud, 
keine Einwirkung auf die Dieko des Serums erkennen. 

Hingegen zeigte sich bei dem Zusatz von kleinen Alkoholmengen 
eine tiberraschend starke Einwirkung auf die Dieko des Serums, die 
ihr Maximum bei etwas iiber */, Prom. Alkoholgehalt aufwies, bei 
dem die Dieko um nicht weniger als 8 Proz. erhéht ist. Dieses erstaunliche 
Resultat hat dazu gezwungen, die Versuchsreihe unter Anwendung 
besonderer Vorsicht mehreremal zu wiederholen, immer mit demselben 
Ergebnis. Die Elektrochemiker unter den Physiologen werden die 
angegebenen Quanten — Tropfenzahl von Alkohol — ein wenig roh 
































1) Diese Zeitschr. 115, 134, 1921; 186, 163, 1923. 
*) Von einer 5proz. Campheremulsion in Ol wurde dem Serum so viel 
zugesetzt, daB das Serum etwa */,, Prom. Campher enthielt. 
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188 R. Firth u. R. Keller: 


finden. Die dielektrische Methode von Drude, beruhend auf dem 
maximalen Aufleuchten einer Vakuumrohre in einem gesuchten Bereich, 
die einzige, die sich bis jetzt hat fir so leitfihige Substanzen wie etwa 
Serum verwenden lassen, ist aber von einer so eingeschrankten (ic- 
nauigkeit, daB genauere quantitative Angaben nicht das richtige Bild 
der gewonnenen Ergebnisse geben wiirden. Nur durch eine sehr grote 
Anzahl von Versuchen 14Bt sich ein Resultat verifizieren. 

Um jedoch, unabhingig von der dielektrischen Analyse, ein ver. 
laBliches Bild der starken Einwirkung kleiner Alkoholmengen zu ge- 
winnen, wurden auch Leitfahigkeitsversuche an demselben Objekt vor- 
genommen. Die Leitfahigkeit muBte, obschon infolge der hohen Dieko 
und der starken Verdiinnung der Salze des reinen Serums schon in 
diesem eine ziemlich vollstandige Dissoziation zu erwarten ist, infolge 
der stark erhéhten Dieko immer noch eine erhebliche Erhéhung er- 
kennen lassen, diese aber mit groBer Schirfe, da sich Leitfahigkeiten 
leicht mit beliebiger Genauigkeit messen lassen. Es ergab sich eine 
Erhéhung von rund 3% Proz., etwas weniger als erwartet wurde. 
und das Maximum bei einem etwas héheren Alkoholzusatz (7 Prom.). 
Immerhin ist durch dieses Resultat eine iiberraschend starke Einwirkung 
minimaler Alkoholmengen auf diese wichtige physikalische Konstante 
der Korperflissigkeit sichergestellt. Umgerechnet auf die Sifte des 
Menschen — Blut, Lymphe, Magensaft usw. mit rund 7 Litern ver- 
anschlagt —, tritt das dielektrische Maximum ein wihrend des Kreis- 
laufes der Alkoholmenge von etwa einem Glase mittelstarken Weines. 
das Leitfaihigkeitsmaximum bei rund zehnfacher Menge, naturgemiil} 
nur so lange, als diese Alkoholmenge unoxydiert in den Saften kreist. 
Dieser Zustand diirfte dem EHrregungsstadium der Alkoholeinwirkuny 
entsprechen. Wie aus der Kurve ersichtlich, geht die Dieko bei viel 
gréBeren Alkoholmengen stark zuriick. Dies stimmt tiberein mit der 
Erfahrung, da8 groBe Alkoholmengen, rasch zugefiihrt, kein Exitations- 
stadium erkennen lassen. 

In diesem Stadium der Versuche wurde die Arbeit aus auBeren 
Griinden unterbrochen. Mit groBem Interesse sehen wir geplanten 
Versuchen tiber die Wirkung von Thyreoidin und anderer Substanzen 
der inneren Sekretion entgegen, die den Stoffwechsel stark beeinflussen. 


Experimenteller Teil. 
Dielektrizitatskonstante. 


Die zu den Messungen verwendete Versuchsanordnung und die Methodik 
ist in der Arbeit von Fiirth!) eingehend beschrieben. Es geniige hier zu 
erwaihnen, daB die Dieko nach der Methode von Drude mit elektrischen 
Wellen von der Wellenlange 70cm etwa gemessen wurde. 


1) Ann. d. Phys. 70, 63, 1923. 
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Dielektrizitatskonstante des alkoholhaltigen Serums. 189 


Zur Messung gelangte Rinderserum, das mit Athylalkohol versetzt 
wurde. Die in den folgenden Tabellen angegebenen Alkoholmengen be- 
zeichnen die Anzahl der Tropfen Alkohol aus einer kleinen Pipette, welcher 
10cem Serum beigesetzt wurden. Es wurde durch eigene Versuche fest- 
gestellt, da8 ein solcher Tropfen (immer aus derselben Pipette erzeugt) 
recht genau konstante Alkoholmengen enthielt und etwa 0,02 ccm entsprach. 
Die Zahlen der Tabelle geben also mit 2 multipliziert angenaihert die Volum- 
promille Alkohol. 

Es wurden im ganzen vier unabhiingige MeBreihen angestellt, in jeder 
MeBreihe fiir jede Konzentration 40 Einzelmessungen vorgenommen und 
dann aus allen Beobachtungen das Mittel gnommen. Die Dieko erhalt man 
(s. zitierte Arbeit) aus den an dem Maistab des Drudeschen Apparates ab- 
gelesenen Werten durch Eichung des Apparats mit Fliissigkeiten bekannter 
Dieko. Solehe Eichungen wurden vor, waihrend und nach jeder MeBreihe 
immer wieder vorgenommen, um auf diese Weise Fehler, die durch gering- 
fiigige Veranderungen an der Apparatur zwischen den einzelnen Messungen 
entstehen kénnten, zu eliminieren. Geeicht wurde mit Wasser, gesiittigter 
Harnstofflésung und verschiedenen Gemischen aus Wasser und Alkohol. 
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Atkohol auf 30 ccm 
Abb. 1. 


Um Autosuggestionsfehlern, die bei der empfindlichen Drudeschen 
Methode leicht geschehen kénnen, zu begegnen, wurde der Sicherheit halber 
bei einem Teil der Messungen so vorgegangen, daB der Beobachter ani - 
Apparat tiber die Konzentration, die er gerade untersuchte, in Unkenntnis 
gelassen wurde, wahrend ein Mitarbeiter die Lésungen machte und die 
Beobachtungen notierte. Fiir diese Mithilfe bei den Versuchen sind wir 
Herrn stud. Bliith zu Danke verpflichtet. 

Die folgende Tabelle enthilt die Mittelwerte aus allen gemessenen 
Diekos, die noch mit einem mittleren Fehler von + 1 behaftet sein diirften. 


Tabelle I. 























Alkoholmenge | _Dieko | Alkoholmenge 








0 | 854 10 
1,3 | 92,2 25 
1 | 87,6 80 
3 | $56 
Abb. | stellt diese Tabelle graphisch dar. 
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Leitfihigkeit. 


Da nach der Nernstschen Theorie die Dissoziation eines Salzes mit der 
Dieko des Lésungsmittels ansteigt, lag es nahe, die Leitfaihigkeit des mii 
Alkohol versetzten Serums auf seine Abhangigkeit von der Menge des 
Alkohols zu priifen. Der Gang der Leitfahigkeit miiBte, wenn das Walde,,- 
sche Gesetz auch hier anwendbar ist, derselbe sein, wie der der Diek«, 
d. h. zunichst ansteigen und dann unter den normalen Wert abfallen. 

Die Leitfahigkeitsmessung wurde nach der Kohlrausch-Methode in iih)- 
licher Weise ausgefiihrt. Das MeBgefa8 war zylindrisch mit plattenformigen 
platinierten Platinelektroden, der MeBdraht war walzenférmig, als Ver- 
gleichswiderstand diente ein Stépselwiderstand von Siemens. Die Messuny 
erfolgte mit 50periodigem Wechselstrom und Telephon in der Briicke, 
bei 21°C. Fiir jede Konzentration wurden drei Messungen angestellt, 
und aus ihnen das Mittel genommen. In das MefSgefiB kamen 30 ccm 
Rinderserum, welche sukzessive mit Athylalkohol tropfenweise versetzi 
wurden. Die Tropfen wurden mit der umseitig beschriebenen Pipette 
erzeugt. Die Zahlen der folgenden Tabelle bedeuten die Anzahl der Tropfen 
auf 30 cem Serum, stellen also mit */,; multipliziert die Volumpromille 
Alkohol dar. Die in der Tabelle angegebenen Leitfaihigkeiten sind relative, 
bezogen auf die Leitfahigkeit des reinen Serums als Einheit. 


Tabelle II. 








Alkohol | Leitfihigkeit | Alkohol Leitfahigkeit | Alkohol Leitfahigkeit 
1,000 15 1,029 50 0,959 

1,003 16 1,024 55 0,949 

1,005 17 1,022 60 0,935 

1,009 18 1,023 6 | 0931 

1,017 19 1,022 70 | 

1,020 20 1,019 75 

1,028 21 1,018 80 

1,023 22 1,022 85 

1,029 23 1,015 90 

1,031 24 1,008 95 

1,031 25 1,012 100 

1,034 30 0,996 150 

1,029 35 0,987 200 

1,029 40 0,976 250 

1,028 45 0,962 
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Um aus diesen Relativwerten die Absolutwerte zu erhalten, geniigt es, 
die Leitfahigkeit des reinen Serums absolut zu bestimmen. Zu diesem Zweck 
wurde die Widerstandskapazitat des GefiBes in gewohnter Weise mit einer 
n/50 KCl-Lésung bei 20°C bestimmt, und zwar als Mittel von fiinf Messungen. 
Daraus und aus den Messungen an reinem Serum folgt fiir dessen Leit- 
fahigkeit absolut b = 0,01052 cm—! Ohm}, 

Abb. 2 gibt die Tabelle IIT graphisch wieder. 

Man sieht, daB das von der Nernstschen Theorie geforderte Verhalten 
tatsichlich vorliegt, indem der Alkoholzusatz die Leitfaihigkeit des Serums 
zuniachst erhéht und dann erniedrigt. Daf das Maximum nicht an der 
selben Stelle wie das der Dieko liegt, ist nicht zu verwundern aus folgenden 
Griinden: Da die Messungen sich iiber einen recht langen Zeitraum er- 
streckten, konnte natiirlich zu den verschiedenen Messungen nicht immer 
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das gleiche Serum verwendet werden, und auch das verwendete war nicht 
immer genau gleich alt. Da nun das Serum eine auBerst labile Substanz 
ist und geringe Verainderungen des Dispersitiitsgrades usw. sicher auch 
auf die hier beobachteten Phinomene Einflu8 haben, mu man mit diesem 
Grad der Ubereinstimmung einstweilen zufrieden sein. Es ist ferner auch 
zu beriicksichtigen, daB sicher der. Alkoholzusatz auBer der Dieko noch 
andere physikalische Konstanten des Serums verindert, z. B. die Viskositat, 
die Oberflachenspannung usw., die noch explizite auf die Leitfahigkeit 
EinfluB haben. Dafiir spricht auch der Umstand, da’ beobachtet wurde, 
daB Schaumblasen an der Oberfliche des Serums beim Eintropfen von 
einem Tropfen Alkohol in Momente des Auftreffens desselben auf die Ober- 
flache sofort verschwanden. Eine starke Veriinderung des Serums durch das 
Eindringen des Alkohols soweit sie sich mit dem bloBen Auge hatte kennt- 
lich machen miissen, wurde bis zu sehr groBen Zusaitzen nicht beobachtet. 
Erst bei den gréBten Alkoholzusitzen zeigte sich eine schwache Triibung. 
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Jedenfalls wird es notwendig sein, in Zukunft auBer den hier ange- 
stellten Messungen noch Messungen der Oberflichenspannung, der 
Viskositét usw. sowie der optischen Eigenschaften (Brechungsquotient, 
Drehung der Polarisationsebene usw.) vorzunehmen, sowie auch andere 
Zusitze, z. B. verschiedene Alkoholarten, Ather, Saéuren usw., zu unter- 
suchen, in welchem Sinne die Messungen fortgesetzt werden sollen. 

Was die physikalische Erklirung des Phinomens anlangt, kann man 
wohl folgendes sagen: Nach der Debyeschen Dipoltheorie sind die Molekiile 
eines Dielektrikums in der Regel feste sogenannte ,,Dipole‘‘, d. h. sie- sind 
elektrisch neutral, die Schwerpunkte der positiven und die der negativen 
Ladungen fallen aber nicht zusammen, so daf sie wenigstens schematisch 
aufgefaBt werden kénnen als ein Stab, an dessen einem Ende eine positive 
an dessen anderem Ende eine negative Ladung sitzt. Kommen diese Dipole 
in ein elektrisches Feld, so richten sie sich, wihrend sie sonst ungeordnet 
liegen, und bringen dadurch die dielektrischen Phinomene hervor (s. tibrigens 
die zitierte Arbeit von Firth). Speziell die Aminosiuren, die jedenfalls 
eine elektronegative Amidegruppe und eine positive Siuregruppe enthalten, 
sind sicher starke Dipole. Ihr Moment wird aber in hohem Grade von der 
GréBe der Molekiilkomplexe und von den Stellen abhingen, an denen 
die positiven und negativen Ladungen hangen. Gerade bei so komplizierten 
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und labilen Kérpern wie bei den Serumalbuminen kann der Alkoholzusat 
sehr leicht eine Umlagerung hervorrufen, die die beobachteten Anderunge: 


von Dieko und Leitfaihigkeit verschuldet. Im einzelnen diese Einwirkuny 


zu verfolgen, scheint allerdings derzeit aussichtslos. 
Wir verweisen hier im iibrigen auf eine demnichst in der Zeitschr. 


f. phys. Chem. erscheinende Abhandlung von O. Bliih, der bei einer Reihe 


von amphoteren Stoffen die Diekos in Abhingigkeit von der Konzentration 
in wiasserigen Lésungen untersucht und theoretisch nach der Dipoltheorie 
diskutiert hat. 


Zusammenfassung. 
Kleine, gerade noch physiologisch wirksame Alkoholmengen er- 
hdhen in iiberraschend starker Weise die Dielektrizitatskonstante, dic 


elektrolytische Leitfahigkeit und die chemische Reaktionsfihigkeit 
des Serums. 
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Beitrige zur Kenntnis der Stickstoffverbindungen des Magerkises. 


Von 


E. Winterstein und 0. Huppert. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Tech- 
nischen Hochschule in’ Ziirich.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1923.) 


Eine systematische chemische Kiseforschung besteht erst seit 
1880, dem Jahre, in dem Untersuchungen iiber die chemische Zu- 
sammensetzung des Kases find iiber den ProzeB der Reifung im agri- 
kulturchemischen Laboratorium der Eidgendssischen Technischen 
Hochschule Ziirich begannen. 


Auf die hinlanglich bekannten Arbeiten von M. Weidmann'), E£, 
Schulze), B. Roese*), F. Bennecke*) Cohn*) und Drechsel*) sei einleitend 
hingewiesen. Diese Forscher beschaftigten sich vorwiegend mit den 
Spaltungsprodukten des EiweiBes, und die Ziiricher Forscher, von Weidmann 
an, hatten tibereinstimmend festgestellt, daB noch Eiwei8bausteine vor- 
handen sein mitiBten, Gie sie nicht zu finden vermochten. EH. Winterstein 
und J. Théni’) fanden die beiden Basen Lysin und Histidin, die auch 
Steinegger in den Salzsteinen des Kises fand. 

Zwei Jahre spiter erschien die zweite Veréffentlichung Wintersteins®). 
Folgendes sind die Ergebnisse dieser wertvollen Untersuchungen, welche die 
Kenntnis von der Zusammensetzung des Kiases um ein wesentliches Stiick 
weiter brachten. 

An primaren Spaltungsprodukten der in der frischen Kiasemasse 
enthaltenen EiweiBstoffe wurden nachgewiesen: Glykokoll, Alanin, Amino- 
valeriansiure, Leucin, Pyrrolidincarbonsiure, Asparaginsiure, Glutamin- 
siure, Tryptophan, Histidin und Lysin. Im wisserigen Kaseextrakt fand 
Winterstein zwei Arten von eiweiBartigen Abbauprodukten, von denen die 
erste, von ihm Tyroalbumin genannt, durch Aufkochen der angesiuerten 


1) Landwirtschaftl. Jahrb. 1882, 8. 587. 
2) Landwirtschaftl. Versuchsstation 1884, S. 115. 
3) Zentralbl. f. Agrikulturchemie 1885, S. 266. 

4) Milchw. Zentralbl. 1887, 8S. 591. 
5) Beitrige zur Biologie der Pflanzen 1875, 8. 3. 
6) Arch. f. Phys. 1891, S. 248. 
") Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 28, 1902. 
8) Ebendaselbst 41, 485, 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 

























nist RATA A Bebor Veheesaae ao 








Re Aaa ey 




















































194 





E. Winterstein u. O. Huppert: 






Lésung abgeschieden wurde. Im Filtrat von Tyroalbumin wurde die zwei: 
Art mit Bleiessig ausgefallt. Sie hatte peptonartigen Charakter. Die nac; 
Beseitigung des Bleis und Umfallen mit Phosphorwolframsaure dargestel]t «1 
reinen Peptone lieBen sich in einen in Alkohol léslichen und einen darin 
unléslichen Teil trennen. In gereiftem Kise wurden Nucleinbasen und Cho|in 
gefunden. An stickstofffreien Bestandteilen des Kiases wurden auBer der 
Milchsiure nachgewiesen: Bernsteinsiure und Citronensaure. 

In seiner dritten Mitteilung'!) erganzt Winterstein zusammen mit seinen 
Schiiler Bissegger die Liste der Aminosiuren durch das Auffinden von Isv- 
leucin und Oxypyrrolidincarbonsaure. tin 8 Monate alter Emmentaler 
Kase wird quantitativ untersucht auf Gesamtstickstoff, Gesamteiweil- 
stickstoff, Sticksteff im Tyroalbumin, Peptonstickstoff, Basenstickstoff, 
Ammoniakstickstoff, Stickstoff im wisserigen Extrakt, wasserlésliche Sul- 
stanz, Caseoglutinstickstoff und Aminosiurestickstoff. Das groBe Kasestiick, 
von dem die Untersuchungsprobe entnommen worden war, wurde im f 
Kasekeller drei weitere Monate lang liegengelassen, und der 11 Monate alte §f 
Kase dann auf die gleiche Weise untersucht. In bezug auf die Stickstoff- 
verbindungen wichen die beiden Kiseproben nur wenig voneinander al. 
Daraus war zu schlieSen, daS die Bildung der kristallinischen Spaltung:- 
produkte aus dem Paracasein wenigstens bei diesem Kase in der ersten 
Zeit der Reifung erfolgt. Beim langeren Lagern scheinen dagegen dic 
sekundiren Prozesse in den Vordergrund zu treten, denn man findet eine 
betrachtliche Vermehrung des Ammoniakstickstoffs, ohne daB die Menge 
des Basenstickstoffs eine nennenswerte Veranderung erlitte. Wie unsere 
jetzigen Untersuchungen zeigen werden, kommt diesen Erscheinungen 
eine allgemeine Giiltigkeit nicht zu. Die beiden Forscher stellten weiter 
fest, da8 in normalem Emmentaler Kise keine durch sekundiare Prozesse 
entstehende Faulnisbasen vorhanden sind. Die aufgefundenen Mengen des 
Phenylalanins und der «-Pyrrolidincarbonsiure entsprechen ungefahr der 
Menge des zersetzten Paracaseins. Arginin findet sich nicht vor. Der 
KasereifungsprozeB ist somit ein Vorgang, bei welchem das Paracasein einer 
Spaltung in eine Reihe von EiweiSkérpern und kristallinischen Spaltungs- 
produkten unterliegt. Dabei werden die Glutaminsiiure und das Tyrosin 
zum groB8ten Teil, etwa entstandenes Arginin dagegen vollstindig weiter 
gespalten. 

In seiner vierten Mitteilung im Jahre 1909 berichtet Wéinterstein*) 
iiber das Auftreten von kleinen Mengen von Paraoxyphenylathylamin in 
einem reifen abnormen Emmentaler Kase und in der fiinften Mitteilung 
1919°) geht der gleiche Forscher der Frage nach, wie man sich die Ab- 
Ee wesenheit des Arginins als des einzigen bis jetzt bekannten EiweiBspaltungs- 

$i produktes, das bis dahin im reifen Kise nicht gefunden wurde, zu erklaren 
hat. Da im Kase nur kleine Mengen von Ammonsalzen vorhanden sind, ff 
welche aus dem Arginin iiber den Harnstoff entstehen kénnen, so war 
festzustellen, wie das Arginin, das anfangs fraglos vorhanden ist, bei der 
Kasereifung weiter zerfallt. Als Zerfallprodukte in Betracht kommen auBer 
dem Ammoniak: Agmatin, 1-4-Diaminobutan, Ornithin und Harnstoff. 
Das 1-4-Diaminobutan konnte nicht aufgefunden werden, dagegen gelang 
es O. Winterstein nach dem von R. Fosse (Ann. de l’inst. Pasteur. 80, 525, 





































1) Zeitschr. f. phys. Chem. 47, 28, 1905. 
2) Ebendaselbst 59, 138, 1909. 
8) Ebendaselbst 105, 25, 1919. 
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1916) angegebenen Verfahren mit Xanthydrol Harnstoff in einem Zentrifugen- 
magerkise nachzuweisen. Auch Ornithin wurde in demselben Magerkise 
gefunden und nach den Angaben von A. Kossel und Weiss (Zeitschr. f. phys. 
Chem. 68, 160, 1910) identifiziert. Neben diesen beiden Spaltungsprodukten 
enthielt der Kase Spuren von Paraoxyphenylithylamin. Auch Agmatin 
schien vorhanden zu sein. 

Etwa von der Mitte bis gegen Ende des vorigen Jahrhunderts galt die 
Voit-Pettenkofersche Lehre von der Umwandlung von Eiwei8 in Fett im 
Tierkérper fast fiir unangreifbar. Unter anderem wurde als Beweis immer 
wieder die vermeintliche Vermehrung des Fettes beim Reifen des Kises 
angefiihrt. Aber langst bevor die beriihmte Kritik Eduard Pjligers (Pfliigers 
Arch. 1891, 8. 330) erschien, kam man auf dem Gebiete der Kaseforschung 
zu ganz widersprechenden Ergebnissen in dieser Frage. Wahrend Blondeau*) 
als erster die Bildung von Fett aus EiweiB bei der Kiasereifung einwandfrei 
glaubte festgestellt zu haben, kam spiater Duclaux*) auf Grund seiner 
Untersuchungen zu dem Schlusse, dafi keine wesentliche Veranderung des 
Fettgehaltes stattfiinde. Brassier*) dagegen fand sogar eine wesentliche 
Abnahme des Fettes bei der Reifung des Kises. Schulze hat in seiner 
groBen grundlegenden Arbeit‘) festgestellt, da keine wesentlichen Ver- 
anderungen des Fettgehaltes bei der Kasereifung eintreten. Seitdem 
beschiiftigten sich eine Reihe von Forschern mit der Frage, doch seit 
jener Kritik Pflugers mehrten sich die Stimmen, welche eine Fettbildung 
aus EiweiB bezweifelten. Dennoch wollte der Streit noch nicht endigen. 
1893 untersuchte Jakobsthal®) auf Veranlassung Pfliigers einen Kise auf 
seinen Fettgehalt wiaihrend der Reifung, kam aber zu einem fiir die 
Ansicht Pfliigers ungiinstigen Ergebnis, da sich in der Tat beim Rei- 
fungsprozeB Fett neu zu bilden schien. Einen Ausweg, um dem Wider- 
spruch gegen die Theorie P/ligers zu begegnen, fand Jakobsthal dadurch, da8B 
er die Fettbildung lediglich der synthetischen Kraft der Schimmelpilze des 
Kases zuschrieb, deren massenhafte Ansammlung, und zwar schon zu Beginn 
der Reifung er feststellte. Nun fanden aber neuerdings Kumagava und Otha®), 
da8 die Schimmelpilze in hohem Grade die Fahigkeit besitzen, Fett auf- 
zuzehren, und daB sie unméglich die Ursache der vermeintlichen Vermehrung 
des Fettgehalts bei der Kasereifung sein kénnen. Im Jahre 1914 erschien 
eine sehr eingehende Arbeit, auf Veranlassung von M. Kumagava von Kura 
Kondo’) ausgefiihrt, welche geeignet sein diirfte, die Frage nach der Fett- 
bildung aus Eiweif bei der Reifung des Kiases endgiiltig zu klaren. Kondo 
bediente sich zur Fettbestimmung der Verseifungsmethode von Kumagava- 
Suto (diese Zeitschr. 8, 272, 1908). Er fand zunichst einmal bei allen unter- 
suchten Proben eine Abnahme des Fettgehalts bei der Reifung und damit 
Hand in Hand gehend eine starke Entwicklung von Schimmelpilzen. Um 
deren Wirkung auszuschalten, iiberzog Kondo den Kise vor Beginn der 
Reifung mit Paraffin. Es zeigte sich aber, daB hinsichtlich der Fettabnahme 
des Kisses bei der Reifung an der Luft mit oder ohne Paraffintiberzug kein 


1) Ann. chim. Phys. 1864, S. 208. 

2) C. r. 1877. 

3) Zeitschr. f. prakt. Chem. 2, 21, 203. 

*) Landwirtschaftl. Versuchsstation 1884, S. 115. 
5) Anh. f. d. ges. Path. u. Phys. 1893, S. 484. 

8) Diese Zeitschr. 31, 177, 1911. 

7) Ebendaselbst 69, 113, 1914. 
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merklicher Unterschied vorhanden war. Augenscheinlich gelangt die Lif; 
durch die diinne Paraffinhaut doch zu den Pilzkeimen, so daB sich diese 
entwickeln kénnen. Um die Luft ganz auszuschalten und damit das Wachs. 
tum der Aeroben auszuschlieBen, wurde nunmehr der unreife Kase in einem 
mit Kohlensaure angefiillten Raume aufbewahrt. Jetzt nahm der Fettgehalt 
weder zu noch ab, obgleich, wie durch ausgedehnte Versuche dargelect 
wurde, die Reifung des Kiases trotz Ausschaltung der Luft den normalen 
Verlauf zeigte. Um die Richtigkeit dieses Befundes nachzupriifen, wurde 
Kase in Wasserstoffgas zur Reifung gebracht. Das Ergebnis war das gleiche. ff 
Schaltet man die Aeroben also wahrend der Reifungszeit aus, so nimmt, ff 
nach Kondo, der Fettgehalt weder zu noch ab, und die Aeroben selbst waren 
demnach fiir den ReifungsprozeB entbehrlich. Kondo wirft dann noch die 
Frage auf, ob nun durch die Anaeroben oder vielmehr durch die im Kise Ff 
priexistierenden Fermente allein der ProzefS der Reifung vor sich geht. ff 
Auf alle Falle diirften die Versuche erwiesen haben, daB von einer Neubildung 
des Fettes aus Eiweif bei der Kasereifung keine Rede sein kann. Wie Kondo ff 
zugibt, kann der Atherextrakt sehr wohl zunehmen, allein schon wegen des ff 
Auftretens von Milchsiure und anderen organischen Substanzen. Dem ff 
Teile der Kondoschen Arbeit, der sich mit dem Studium des Reifungsprozesses 
als solchem beschaftigt, diirfte deshalb Allgemeingiiltigkeit nicht zukommen, ff 
weil nach unseren Erfahrungen die chemisch-biologischen Verainderungen ff 
in kleinen Kasestiicken anders verlaufen als im grofen. 

Fast zu gleicher Zeit mit der Kondoschen Arbeit erschien eine Ver- 
dffentlichung von W. D. Kooper') tiber Kasereifung, in der auch die Frage 
nach dem Verhalten des Fettes behandelt wird. Kooper schreibt: ,,Wiahrend 
sich beim Friihstiickskise das Verhaltnis zwischen Fett und Nichtfett der 
Trockenmasse zugunsten des ersteren verschoben hat, fand beim Camembert 
das Umgekehrte statt, oder mit anderen Worten: Im ,,Friihstiickskise‘’ 
herrschten solche Bakterien vor, die vorwiegend die EiweiSkérper angreifen, 
wahrend beim Camembert jedenfalls solche Organismen die Oberhand 
hatten, welche eine hydrolytische Spaltung des Fettes herbeifiihren kénnen. 
‘ Da8B beim Friihstiickskise eine Zunahme des Fettes auf Kosten der Protein- 
u stoffe unter Mitwirkung gewisser Kleinlebewesen vor sich ging, diirfte 
weniger wahrscheinlich sein‘. Fiir uns ist in der Kooperschen Arbeit die 
Feststellung von besonderem Interesse, da sowohl bei dem von ihm unter- 
P suchten Friihstiickskase, als auch beim Camembert der Ammoniakgehalt 
: mit steigendem Alter zunimmt. Wir werden spiter bei Besprechung unserer 
e eigenen Versuche auf diese Erscheinung zuriickkommen. 

i ; Die amerikanischen Forscher Slyke und Hart?) nehmen an, daB im 
ft Cheddarkise die Reifung damit beginnt, daB die aus dem Milchzucker 
gebildete Milchsiiure sich mit dem Paracasein zu einem Salze verbindet, 
das in Wasser unléslich, dagegen in 5proz. Salzwasser und auch in 50proz. 
Alkohol léslich ist. In 24 Stunden altem Cheddarkise waren 40 bis 70 Proz. 
des Stickstoffs in Salzwasser léslich, in Wasser dagegen nur 6 Proz. Das 
Verhaltnis wurde dann mit zunehmender Reifung fortwahrend anders, 
insofern namlich die Léslichkeit in Salzwasser abnahm und die in Wasser 
zunahm. Nach 9 Monaten waren nur 13 Proz. des Stickstoffs in Salzwasser 
léslich, gegen 53 Proz. in Wasser. O. Jensen*) wirft die Frage auf, ob etwa 


ra ag te PR 


1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- und GenuBm. 1914, S. 322. 
*) Zeitsehr. f. Agr.-Chem. 1905, 8S. 236. 
3) Zentralbl. f. Bakt. 82, 202, 1912. 
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auch im Emmentaler Kase milchsaures Paracasein in merkbarer, Menge 












© Luft entstehen kénnte. Er hilt es fiir nicht wahrscheinlich, ,,weil die Milchsaure- 

“seteg mengen, die im Emmentaler Kise entstehen, nicht einmal ausreichen, 
ache. um den Kalk des Paracaseins zu binden und die tertiaren und sekundaren 
em Phosphate in primare iiberzufiihren. 

gehalt So umfangreich auch die Kaseliteratur ist, mit der eigentlichen Kase- 
Belegt analyse, besonders soweit sie EiweiSspaltungsprodukte wahrend der Kase- 















































eeaton reifung angeht, haben sich auBer den erwahnten Ziiricher Forschern ver- 
wunde ) haltnismaéBig wenige beschiftigt, unter ihnen Stefan Bondzynski, Olaf, 
mohe. i Jensen und v. Gratz. Letzterer versucht') die Proteolyse im Kase durch 
> ata Titrierung mit Formol nach einer Methode zu verfolgen, wie sie 1908 von 
“ogee | LL. Sérensen (Enzymmethoden, diese Zeitschr. 7, 45) angegeben worden ist. 
h die Gratz kommt zu dem Schlusse, daf gewisse, in jedem Kise vorhandene ¢ 
Kiise EiweiBkérper, wie Tyrosin, Guanidin, «-Prolin u. a., ,,schlechte Werte : 
geht. i gebende Substanzen“ sind. Er glaubt aber, das Verfahren seiner Einfachheit ' 
dung i wegen trotzdem empfehlen zu sollen. ,,Die Zahlen unserer Tabelle“, sagt y 
Ondo i §6Gratz, ,,weisen ja unzweideutig darauf hin, daB sich durch die Formol- B 
a des titrierung ein ahnlicher Einblick in die Tiefe der Proteolyse im Kase ge- Y 
Dem / winnen laBt wie durch die Fallungsmethoden. Jedenfalls ergiinzen die f 
esses ff} beiden Methoden einander. Wir sahen bei unserer Arbeit von der Formol- i 
men, ff titrierung ab, zumal das Verfahren zurzeit von anderer Seite angewendet ‘ 
— und nachgepriift wird. a 
4 Einen weiteren Beitrag zur Kiaseanalyse, nur zum Teil von den Arbeiten 
Ver. der Ziiricher Forscher ausgehend, lieferten 1904 O. Jensen”) und zwei Jahre ‘ 
ee spiter O. Jensen und E. Plattner*). Sie legen zur Charakterisierung des } 
rend Reifungsvorganges auf folgende Angaben besonderes Gewicht: 1. Saure- ei 
der gehalt der Kisemasse und Verhiltnis zwischen Stickstoff und Kalk; 
bert 2. Menge und Natur der fliichtigen Fettsiuren; 3. GréBe der Fettspaltung ; 
= 4. Menge des Stickstoffs der wasserléslichen Proteinstoffe, der Monamin- 
fen, siuren, der organischen Basen ‘und des Ammoniaks. Auf die zahlreichen 
and anderen grundlegenden Arbeiten Jensens vermégen wir im Rahmen dieser 
_ Arbeit nicht einzugehen. 
pin- Trillat und Sauton*) glauben, daB Geruch und Geschmack der Kise 
rfte ' zum Teil durch die Gegenwart von Aldehyden beeinfluBt werden, die in 
die | Form von Acetaten durch besondere Hefearten aus dem Milchzucker ent- 
er- —  stehen. Sie destillierten 200g Kise mit lproz. Schwefelsiure und be- 
alt i stimmten im Destillat den Aldehydgehalt kolorimetrisch mit fuchsin- 
rer [| _ schwefliger Siure. Die beiden Forscher fanden, daB z. B. im Brie 12 mg auf 
: 1000 g Kise, im Emmentaler Spuren von Aldehyden vorhanden sind, 
_ dagegen enthielt Milch kein Aldehyd. Wir kommen in unserer Arbeit auf 
0 die Versuche zuriick. 
-, GroBen Einflu8 auf den Geschmack eines Kises haben vor allem die 
on Aminosduren. Aber auch Art und Menge der organischen Siuren sind 
aa von Bedeutung. M.A. Blanchetiére>) untersucht die Beziehungen zwischen 
ong der chemischen Konstitution gewisser Derivate der Aminoséiuren — ins- : 
os besondere der aus Asparagin entstehenden Bernsteinsiure — und dem 
ae 
va 1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- und GenuBm. 1912, S. 379. 


2) Landw. Jahrb. d. Schweiz 1904, S. 320. 
3) Ebendaselbst 1906. 

4) C. r. 1907, S. 333. 

5) Ebendaselbst 168, 206, 1909. 
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Verhalten gegeniiber Bakterien. Mit dem bact. fluorescens liquefaciens 
erhielt er aus Asparagin 80 Proz. der Theorie an Bernsteinsiure, wobe; 
als Zwischenprodukt Apfelsaure auftritt. Emmerling und Reiser (Deutsc), 
chem. Ges. 35, 700, 1902) stellten die Bildung von Fumarsiure fest be; 
Gegenwart des genannten Bakteriums, fanden aber keine Bernsteinsiiure. 
Es ist anzunehmen, da8 auch andere Bakterien die Bildung organischicr 
Sauren aus den stickstoffhaltigen EiweiBzersetzungsprodukten der Kiise 
herbeifiihren, und diese mehr oder weniger zufilligen Nebenreaktionen 
beeinflussen natiiclich die Kasereifung und besonders den Geschmack. 

Jensen') schreibt den fliichtigen Fettsiuren, von denen besonders 
Butterséure und Capronsiiure in verhiltnismaBig groBer Menge vorhanden 
sind, eine besondere Bedeutung fiir den Geschmack der Kase zu. Auf 
Jensens eingehende ,,Studien iiber die fliichtigen Fettsaéuren im Kise“? 
sei an dieser Stelle besonders hingewiesen. 


Die Erkenntnis von der Bedeutung der Milchsiurebakterien fiir die 
Kasereifung fiihrten zu den ausgedehnten, erfolgreichen Versuchen, die 
Burri, Allemann und Kiirsteiner mit ,,Kasereinkulturen‘‘ in der schweize- 
rischen milchwirtschaftlichen und bakteriologischen Anstalt Bern-Liebefeld 
anstellten. 


Zum Studium der Vorgiange bei der Proteolyse des Kases wire es 
vielleicht angebracht, auf Paracasein bei verschiedenen Temperaturen, 
verschiedenem Fettgehalt und anderen verschiedenartigen Versuchs- 
bedingungen Reinkulturen gewisser Bakterien einwirken zu lassen. 


Auf die zahlreichen anderen Arbeiten auf dem Gebiete der Kiise- 
forschung, besonders die von Burri, Peter, Stutzer, v. Freudenreich, Allemann, 
Slyke, und Hart, Koestler, Kiirsteiner, Edelbacher sei an dieser Stelle hin- 
gewiesen. 

Trotz vieler wertvoller Arbeit und zunehmendem Wissen auf dem 
Gebiete der Chemie des Kases kennen wir verhaltnismaBig wenig von 
den chemischen Vorgingen. Wir wissen auch heute noch nicht, wie 
die Bildung des Paracaseins zu verstehen ist, ob es sich um eine Ab- 
spaltung, eine Umwandlung, eine Hydrolyse oder einen anderen Proze|} 
handelt. Auch der Vorgang der Labwirkung ist im einzelnen weder 
ae nach der chemischen noch nach der physiologischen Seite hin villig 
tee geklart. In nachfolgendem wird versucht, eine Anzahl ungeldster 
# Fragen auf dem Gebiete aufzuwerfen. 






















Casein mit Lab gespalten in: Molkeneiwei8. Quantitative Bestimmung f 
Bie desselben. Genaue Charakteristik der physikalischen und chemischen 
Bie Eigenschaften dieser EiweiSsubstanz. — Bestimmung der bei der Hydro- 
lyse auftretenden Basen und Aminosiauren. 

Paracasein: wie beim MolkeneiweiB. 





Daraus ergibe sich, wieweit sich das Paracasein vom Casein unter- 
Te scheidet. Verhalten des Paracaseins zu den Labfermenten und den 
einzelnen Bakterien des Kises. — Nihere Untersuchung iiber die 





1) Landw. Jahrb. d. Schweiz 1906, S. 320. 
2) Dissert. Rosenhagen 1904. 
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Entstehung und die physikalischen und chemischen Eigenschaften der 
alkoholléslichen EiweiBkérper, des sogenannten Caseoglutins, der wasser- 
jjslichen Albumosen und Polypeptide des in Wasser unléslichen Riick- 
standes, des sogenannten Tyrocaseins. 

Feststellung der Mengen der einzelnen kristallinischen Spaltungs- 
produkte, Aminosiuren und Basen. — Die Harnstoff- und Ammoniak- 
bildung. , Die Entstehung und die Mengen der sekundiren Produkte. — 
Die Bedeutung der Fette. Das Verhalten der Phosphorsiure und die 
Beziehungen zum Kalk und zu den unléslichen Eiwei8kérpern des 
Kiises. 

Bedenkt man weiter, daB der ProzeB der Kasereifung kein rein 
chemischer bzw. chemisch-physikalischer, sondern ein biologischer ist, 
und da® jeder Kase gleichsam ein Individuum darstellt, so zeigt sich 
der Umfang des noch zu Erforschenden und die Schwierigkeit des 
ganzen Forschungsgebietes. 

So vermag denn auch diese Arbeit nur einen bescheidenen Beitrag 
zu dem in der Kasechemie Erreichten zu leisten. Die bis jetzt vorge- 
nommenen Untersuchungen erstrecken sich fast nur auf die edleren 
Kasesorten, besonders auf den Emmentaler Fettkise. Daher wurde 
der Magerkise zum Hauptgegenstand vorliegender Untersuchung 
gemacht. 

Der Hauptbestandteil der frischen Kasemasse ist der Paracasein- 
kalk. Da er in Wasser unldslich ist, so sind frische Kise sehr wenig 
schmackhaft. Nach Jensen ‘und Plattner betragt die Menge des 
Stickstoffs der léslichen EiweiBsubstanz des ausfallenden Gerinnsels 
nur 0,5 Proz. des Gesamtstickstoffs. In der fertig gebildeten frischen 
Kiisemasse sind bereits 5 Proz. léslichen Stickstoffs, und im reifen 
Emmentaler Kase ist wesentlich mehr als ein Viertel des Gesamt- 
stickstoffs in wasserléslicher organischer Substanz vorhanden. Es 
wire zu untersuchen, wie sich im Vergleich dazu die Menge des soge- 
nannten wasserléslichen Stickstoffs in den Magerkisen verhilt. 

Die zunehmende Schmackhaftigkeit des Kiases wird natiirlich 
nicht nur durch die zunehmende Wasserléslichkeit, sondern auch 
durch Art und Menge der Spaltungsprodukte bewirkt. Alle bis jetzt 
untersuchten Emmentaler Fettkaise ergaben eine verhialtnismabig 
groBe Menge von Eiweibzersetzungsprodukten, insbesondere von 
Aminosiuren. Die Ergebnisse der Untersuchung einiger Magerkase 
schienen darauf schlieBen zu lassen, daB die Menge der Zersetzungs- 
produkte geringer ist. Es ist daher von Interesse, einmal eine gréBere 
Menge von Magerkasen zu untersuchen, und zwar mit wechselndem 
Fettgehalt, um zunichst einmal zu priifen, ob grundsiatzlich in allen 
Magerkisen die Eiweifzersetzung geringer ist, und dann weiterhin 
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festzustellen, ob etwa der Fettgehalt mit der Zersetzung der Eiweis- 
substanzen in irgend einem Zusammenhang steht. 

Nach diesen quantitativen Untersuchungen ware zu priifen, ob 
und bis zu welchem Grade sich die EiweiSspaltungsprodukte, welche 
Winterstein und seine Mitarbeiter im Emmentaler Fettkiase vorfanden, 
auch in den Magerkasen befinden. Auf dem Wege zu diesem Hauptziel 
ergeben sich von selbst einige Nebenarbeiten. 


I. Quantitative Bestimmungen. 


A. Die Methoden. 


Zur Bestimmung des Wassers wurde die zerkleinerte Kasemasse niclit, 
wie sonst tiblich, bei 100 bis 120°, sondern, nach 24stiindigem Stehen im 
Exsikkator, nur bei 50° bis zu annahernder Gewichtskgnstanz getrocknet. 
Durch diese Methode der Wasserbestimmung wird allerdings das Gesamtbild 
der Zusammensetzung der Kise etwas anders, als wenn man bei 100° und 
dariiber trocknet, denn die letzten Reste des Wassers werden natiirlich 
bei 50° nicht verdampft. Auch bei einer Trockentemperatur von nur 5()° 
148t sich allerdings ein Ammoniakverlust nicht ganz vermeiden. Wir fanden 
in Ubereinstimmung mit Jensen und Plattner’) stets in frischem Kase etwas 
mehr Ammoniak als in dem getrockneten (noch fetthaltigen), auf feuchten 
Kase umgerechnet. Zur Bestimmung von Asche, Atherextrakt, Gesamt- 
stickstoff (Kjeldahl), GesamteiweiBstickstoff (Stutzer) wandten wir die 
iiblichen, hinlanglich bekannten Methoden an. 

Zur Priifung der Stutzerschen Methode auf ihre Genauigkeit wurde 
bei einigen Kiisen eine Kontrolle der GesamteiweiSstickstoffbestimmung 
mit dem Briickeschen Reagens in salzsaurer Lésung vorgenommen. 


Bestimmung des Gesamt-EiweiSstickstoffs. 





Mit Briickes 
Nach Stutzer , Reagens 
ee 


M 





agerkise 2 9,45 9,36 
f 7 8,52 8,33 
Emmentaler Fettkise . | 9,09 9,26 


Die Zahlen zeigen verhialtnismaBig gute Ubereinstimmung. Auf einen 
Vergleich der Stutzerschen mit der Bleiessigmethode soll spater bei Be- 
sprechung des Verfahrens zur Bestimmung der Peptone zuriickgekommen 
werden. 

Basen und Aminosduren. 


Nach Ausfallung des GesamteiweiBstickstoffs wurden alle Eiweib- 
spaltungsprodukte primirer und sekundirer Art in einem, durch Phosphor- 
wolframsiure erzeugten Niederschlage vereinigt. Er enthalt insbesondere 
auch den Rest der etwa nicht in den Kupferhydroxydniederschlag einge- 
gangenen Peptone, sowie das Ammoniak. Letzteres wurde dann in einer 
besonderen Kaseprobe fiir sich bestimmt, sein Stickstoff von dem Stickstoff 
des Phosphorwolframniederschlages abgezogen und der Rest als Stickstoff 


') Landwirtschaftl. Jahrb. der Schweiz 1906. 
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der organischen Basen in Rechnung gestellt'). Wir verfuhren folgender- 
maBen : 

Das Filtrat des Kupferhydroxydniederschlages wurde nach dem 
Ansauren mit einigen Tropfen Schwefelsiure auf etwa 50 ccm eingedampft, 
mit 2cem konzentrierter Schwefelsiure und mit 5cem einer 5proz. Phosphor- 
wolframsaure versetzt und 12 Stunden stehengelassen. Dann wurde, wie 
bei allen derartigen Stickstoffbestimmungen, durch ein aschenfreies Filter 
abgegossen, mit 5proz. Schwefelsiure ausgewaschen und der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt. Erhitzt man in den zwei ersten Stunden nur lang- 
sam, so laBt sich das lastige StoBen vermeiden, ohne daB man, nach dem 
Vorschlage Bisseggers, eine vermehrte Menge von Kupfersulfat zusetzt, 
das bei allen Stickstoffverbindungen von uns als Katalyt verwendet wurde, 
Hat man zu viel Salze in der Schwefelsaéure, so laBt sich der Inhalt des 
Kjeldahlkolbens nach erfolgter Oxydation nur schwer herausbringen. Auch 
die Stickstoffbestimmungen im Phosphorwolfgamsaureniederschlag gaben 
gut iibereinstimmende Zahlen. 

Den Betrag fiir den Aminosaurestickstoff erhalt man aus der Differenz 
der Summe von Basen- und EiweiSstickstoff vom Gesamtstickstoff. Bei 
einer Anzahl von Kisen wurde zur Kontrolle der Stickstoff der Aminoséuren 
im Filtrat vom Phosphorwolframsaéureniederschlag bestimmt. Die Diffe- 
renzen der zwei Parallelbestimmungen tiberstiegen nicht den Betrag von 
0,30 Proz., waren aber meist erheblich geringer. Aus diesen Unter- 
suchungen sowie auch aus den in den Tabellen zusammengestellten Zahlen 
geht hervor, da8 die soeben angefiihrten Untersuchungsmethoden zur 
quantitativen Bestimmung von Eiweifstickstoff, Stickstoff der Basen bzw. 
gewisser Polypeptide und der Monoaminosiuren durchaus vergleichbare 
Ergebnisse liefern. 

Ammoniak. 

Uber die Bestimmung von Ammoniak in organischen Stoffen, wie z. B. 
in pflanzlichen Organen, im Weine, in der Ackererde sind besonders innerhalb 
der letzten zwei Jahrzehnte eine Reihe von Veréffentlichungen erschienen. 

Die vorgeschlagenen Methoden lassen sich in drei Gruppen einteilen: 
1. Sieden mit Alkalien; 2. Sieden mit schwachen Alkalien und Trennung 
des Ammoniums von anderen basischen Stoffen zwecks besonderer Be- 
stimmung; 3. Destillation im luftverdiinnten Raume mit Magnesiumoxyd 
oder Bariumcarbonat. Das erste Verfahren hat sich seit langem als un- 
brauchbar erwiesen, obgleich es insbesondere von einigen franzdsischen 
und italienischen Forschern bis in die Neuzeit hinein empfohlen wird 
(vgl. G. Paris, Studio chimico del grappolo d’uva, del mosto, del vino ecc., 
1913, 8. 162 und J. Laborde, Vins 1912, S. 155). Beim Sieden mit Alkali 
gehen nimlich auBer Ammoniak auch andere basische Stoffe iiber, und wenn 
man bis zur Trockne verdampft und abermals Wasser und Alkali zusetzt, 
so geht beim Kochen die Entwicklung von Basen immer weiter. 

Die Hauptmenge basischer Stoffe geht allerdings wahrend der ersten 
halben Stunde der Destillation iiber, und man hat daher schon ein praktisch 


1) Wie bereits erwahnt wurde und wie auch aus den qualitativen Unter- 
suchungen hervorgeht, gehen in den Phosphorwolframséureniederschlag 
nicht nur die Basen, sondern auch gewisse Polypeptide ein, die durch Kupfer- 
hydroxyd nicht gefallt werden, so z. B.: 1-Leucyl-d-l-phenylalanin, ferner 
Monoglycyl-l-Cystin (vgl. Abderhalden, Biochem. Handb. 4, 291, Berlin 
1911). , 
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brauchbares Verfahren, wenn es gelingt, im Destillat das Ammoniak von 
den anderen Basen zu trennen. Gautier und Halphen (C. r. 186, 1373, 1903) 
schlugen daher vor, das Ammoniak im Destillat durch Platinchlorid voy 
den anderen basischen Stoffen zu trennen. Da aber auch organische Basen 
mit Platinchlorid unlésliche Doppelsalze bilden, so ist dieses Verfahren 
ungenau. Eine brauchbare Methode, um im Destillat die fliichtigen organi. 
schen Basen von dem Ammoniak zu trennen, hat A. Beyer ausgearbeitet 
(Chem.-Ztg. 27, 809, 1903), das von Tillmann, Splittgerber und Riffar 
insbesondere auch zur Bestimmung des Ammoniaks in der Milch angewende 
wurde (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 27, 59—76, 1914). Da- 
nach wird das Ammoniak als Ammoniummagnesiumphosphat von den 
iibrigen Basen des Destillates getrennt. Baragiola und Godet (Zeitschr. f. 
Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 80, 169, 1915) priiften das Beyersche 
Verfahren nach und bestitigten an der Hand zahlreicher Belege seine 
Richtigkeit. 


Winterstein und Schulze (Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 2, 522) 
und andere Forscher empfehlen die Destillation mit Magnesiumoxyd im 
Vakuum bei 40°. Dabei geht, wie Bissegger und Winterstein bestitigten'), 
keine Spur von Ammoniak mehr iiber, wenn man nach erfolgter Destillation 
zur Trockne von neuem destilliert. Baragiola und Schuppli (Zeitschr. f. 
Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 82, 441, 1916 und Landwirtschaftl. 
Versuchsstat. 1917, S. 123) stellen fest, daB8 bei der Destillation von 
organischen Stoffen, insbesondere von Giille, Ackererde und Wein mit 
Magnesiumoxyd im Vakuum bei 40° in der Tat nur bereits vorgebildetes 
Ammoniak iiberdestilliert und héchstens Spuren von organischen Basen. 
Bei der Priifung des Beyerschen Verfahrens fanden sie, daB nur dann 
das Ammoniak als Ammoniummagnesiumphosphat ausfallt, wenn fiir einen 
betrachtlichen Uberschu8 von Phosphorsiaureion gesorgt wird. Nach der 
auf diese Weise genauer gestalteten Fallungsmethode von Beyer fanden 
die beiden Forscher auf Grund zahlreicher Analysen innerhalb sehr enger 
Fehlergrenzen genau dieselbe Menge Ammoniak wie bei der Destillation 
im Vakuum bei 35°. Somit fand auch durch die sehr eingehenden neuesten 
Untersuchungen dieser Forscher der Wert des Verfahrens zur Bestimmung 
des Ammoniaks im Vakuum nach Winterstein eine glinzende Bestitigung. 


Den von Winterstein in Abderhaldens Handbuch (s. Abb. Bd. 2, 8. 522) 
angegebenen Apparat zur Vakuumdestillation gestalteten wir fiir unsere 
Untersuchungen noch einfacher, insofern wir auf Druckmesser und Kiihler 
verzichteten. Der Apparat besteht dann also lediglich aus einer mit ver- 
diinnter Schwefelsiure gefiillten Waschflasche, dem Destillationskolben 
und einem mit Schwefelsiiure von bekanntem Gehalt beschickten Saug- 
kolben, der an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist. Wenn man bei 
35° destilliert, so ist ein Kiihler ganz entbehrlich, wird doch die Saure in 
der Absorptionsflasche kaum merklich warm. Auf einen Druckmesser 
kann man leicht verzichten, ebenso auf eine Vorlage zwischen Wasserstrahl- 
pumpe und Absorptionskolben, wenn erstere gut arbeitet und der Wasser- 
druck gleichmaBig ist. 


3g Substanz wurden auf einem Blattchen Filtrierpapier abgewogen, 
ungefahr 1 g Magnesiumoxyd dazu gebracht, die Masse in das Papier gerollt 
und in den Kolben gebracht. Hierauf wurden 50 ccm Wasser zugegeben. 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 47, 28, 1905. 
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Kolben mit Inhalt ins Wasserbad gebracht, in welchem das Thermometer 
hing und, nachdem die Absorptionsflasche mit Schwefelsiiure beschickt war, 
die Verbindungen hergestellt. Durch das Filtrierpapier wurde das von 
Winterstein und Bissegger empfohlene Butterfett entbehrlich, denn es 
breitet sich alsbald nach dem Einfiillen des Wassers im Kolben aus und 
verhindert auf diese Weise jedes iiberstarke Aufschiumen wihrend der 
Destillation. AuBerdem bringt man durch das Einwickeln der Kasemasse 
in das Papier die Substanz restlos in den Kolben hinein, wiahrend sonst 
in dem engen Halse leicht etwas hangen bleibt. Man laB8t nun zuniichst 
Luft durch den Apparat streichen und beginnt alsdann mit dem Erhitzen 
des Wassers. Erst wenn nahezu die Temperatur von 35° erreicht ist, fangt 
man an zu evakuieren, indem man mehr und mehr die Klemmschraube 
zwischen Waschflasche und Lufteinsaugungsréhre schlieBt und dabei die 
Wasserstrahlpumpe ganz 6ffnet. Nach kurzer Zeit beginnt die Fliissigkeit 
im Destillationskolben zu sieden. Sobald man sich tiberzeugt hat, dai die 
Temperatur auf 35° stehenbleibt, kann man den Apparat sich selbst iiber- 
lassen. Schon nach 2 Stunden ist meist alles Wasser im Kolben verdampft. 
Durch Offnen der Klemmschraube 1a8t man nun reichlich Luft eintreten 
und schlieBt dann langsam den Wasserhahn. Die noch vorhandene Schwefel- 
siure wird mit Natronlauge von bekanntem Gehalt zuriicktitriert. 

Diese Methode der Ammoniakbestimmung ist sehr bequem und zudem 
auBerordentlich genau. Obgleich normaler Kise nur wenig Ammoniak ent- 
halt, ergaben Parallelbestimmungen nur geringe Unterschiede. Die Bestim- 
mung des Ammoniaks kann man auch ausfiihren, indem man den wisserigen 
Extrakt der fettfreien Kasemasse mit Phosphorwolframsiure in schwefel- 
saurer Lésung ausfallt und die mit 5proz. Schwefelsiure ausgewaschene 
Fallung mit Magnesiumoxyd unter Durchleiten von Luft im Wasserbade 
erhitzt. 

Wurde die Vakuumdestillation in der beschriebenen Weise vorge- 
nommen, so fanden wir im Trockenriickstand bei erneuter Destillation keine 
Spur von Ammoniak. Ganz anders wurde aber das Ergebnis, wenn wir nicht 
im Vakuum arbeiteten, sondern unter Durchleiten von Luft bei 100° de- 
stillierten. Ein derartiger Versuch liegt deshalb nahe, weil die Zusammen- 
stellung eines dichten Vakuumapparates eine zeitraubende Arbeit ist, die 
sich, wenn man etwa nur eine Ammoniakbestimmung zu machen hat, unter 
Umstinden nicht lohnt, falls es eine andere, vielleicht weniger genaue, aber 
brauchbare Methode gibt. Dies ist nun in der Tat der Fall. Bei Versuchen 
mit verschiedenen Kiisen hat es sich herausgestellt, daB man einigermaBen 
brauchbare Ergebnisse fiir die Ammoniakbestimmung erhalt, wenn man 3 g 
lufttrockenen, fettfreien Kasepulvers 5 Stunden lang in einem Destillations- 
kolben erhitzt, der in kochendem Wasser steht und durch den man Luft 
leitet. Man kommt sogar noch etwas schneller zum Ziele, wenn man statt 
des siedenden Wassers einen kleinen Brenner benutzt und so aufstellt, 
da8 durch die heiBe aufstrémende Luft der Kolbeninhalt auf etwa 95° 
gehalten wird. Ein paar Belegzahlen seien nachfolgend angefiihrt: 

Der Ammoniakstickstoffgehalt der lufttrockenen, fettfreien Substanz 
von Kise 8 betragt, nach dem Vakuumverfahren bestimmt, 0,14 Proz. Bei 
der Destillation unter gew6hnlichem Druck nach 5 Stunden wurden gefunden 
0,15 Proz. N. Dabei war iiber die Halfte der Fliissigkeit tibergegangen. 
Nach weiteren 5 Stunden der Destillation fanden wir noch 0,04 Proz. Bei 
weiterem Erhitzen ging immer noch Ammoniak iiber, doch wurde es nicht 
mehr quantitativ bestimmt. 








Kaa OE TCL NS Mea LT oe: ask ee 


beh aD Lean ee 




















Bhat SIRS Vee 






































204 E. Winterstein u. O. Huppert: 


Eine andere Probe desselben Kases erhitzten wir in einem kupfernen 
Destillationskolben unter Zusatz von Magnesia eine halbe Stunde lang 
stark zum Kochen. Wir fanden trotz der kurzen Zeit schon 0,24 Proz. N, 
nach einer weiteren halben Stunde 0,18 Proz. Es ergaben sich also ginzlich 
unbrauchbare Resultate. : 

Um zu sehen, wie die innerhalb einer bestimmten Zeit abgespaltenen 
Ammoniakmengen sich zueinander verhalten, und ob schlieBlich die Am- 
moniakentwicklung einmal aufhért, wurde mit Magerkise 7, der unnorma! 
viel Ammoniak enthalt, folgender Versuch angestellt. 10g Kiasepulver 
wurden in einem kupfernen Destillationskolben unter Zufiigung von einem 
Léffelechen Magnesia mit 200 cem Wasser zersetzt, die Mischung mit kleiner 
Flamme zum schwachen Sieden erhitzt und nach je einer Stunde im Destillate 
das Ammoniak bestimmt. Die Untersuchung nach dem Vakuumverfahren 
ergab fiir Kise 7 in einem Falle 0,48 Proz., im anderen 0,54 Proz. Ammoniak- 
stickstoff. Beim Destillieren bei 100° unter Durchsaugen von Luft wurden 
nach je einer Stunde an Ammoniakstoff gefunden: 


. Stunde. . . 0,47 Proz. 2. Stunde .. . 0,06 Proz. 

: << ee. os a ears 
. 0,03 5 ise 0,018 

. 0,012 5 oes GOW 

jo Se é 3. FOR 

11. i 27) eee ? . . . 0,006 
13. ty eas 4. . . . 0,009 
15. 4 3 ORS 3 Pee | | 
LT; ‘ rei 0,005 ,, 0,009 


Der gleiche Versuch wurde noch, weniger ausgedehnt, mit Kise 5 


vorgenommen, dessen Gehalt an Ammoniak 0,12 Proz. betrigt: 
1. Stunde. . . 0,17 Proz. 2. Stunde. . . . 0,020 Proz. 
Be gg ON ORES Pee RES, 
Bie a OS, 

Die Hauptmenge des Ammoniaks geht also in der ersten Stunde iiber: 
sie deckt sich auch hier ungefahr mit dem durch das Vakuumverfahren 
ermittelten Ammoniakgehalt bzw. Ammoniakstickstoffgehalt. Es gehen 
immer wieder kleine Ammoniakmengen tiber, und ein Ende der Abspaltung 
1aBt sich offenbar tiberhaupt nicht erreichen. 

Zusammenfassend darf wohl folgendes iiber die Bestimmung des 
Ammoniaks im Kase als feststehend betrachtet werden: 

Die seinerzeit von Schulze und Winterstein empfohlene Methode zur 
Ammoniakbestimmung in pflanzlichen Organen gibt, auf die Kiaseanalyse 
angewendet, sehr exakte Resultate. Der von den _ beiden Forschern 
empfohlene Apparat kann noch vereinfacht werden. 


Wasserlésliche organische Substanz. 

1 g Substanz wurde mit 50 ccm Wasser versetzt, durchgeriihrt und eine 
halbe Stunde stehengelassen. Man filtrierte auf ein aschenfreies Filter ab, 
bestimmte in dem Riickstande den Stickstoff und dampfte das Filtrat 
in einer Platinschale auf dem Wasserbade ein. Die Schale wurde alsdann 
so lange bei 50° in den Trockenschrank gebracht, bis der Unterschied zweier 
Wagungen nicht mehr als 1 mg betrug, was gewoéhnlich nach 2 Stunden 
der Fall war. Nach dem Wagen wurde in der friiher angegebenen Weise 
verascht und wieder gewogen. Die aus den EiweiSstoffen stammende 
Phosphorsaure und Schwefelsiure wurden als Aschenbestandteile betrachtet. 
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Troeckenriickstand minus Asche ergab die wasserlésliche organische Sub- 
stanz; Gesamtstickstoff minus dem Stickstoff der wasserléslichen Substanz 
den Stickstoffgehalt der unléslichen Substanz. 

Sehr befriedigend sind die Ergebnisse mit dieser Methode nicht, 
Differenzen bis zu 0,5 Proz. vermochten wir nicht zu vermeiden, auch wenn 
wir, was natiirlich Vorbedingung ist, unter stets gleichen Versuchs- 
bedingungen arbeiteten. 

T yroalbumin. 

Die Schwierigkeit bei der Bestimmung des koagulierbaren EiweiBes 
besteht darin, daB es zunachst nicht leicht ist, einen gut filtrierbaren Nieder- 
schlag zu erhalten. Ansaéuren mit Essigsiure und Kochen fiihrt meistens 
nicht zum Ziele. Auch der von Bissegger') empfohlene Zusatz von Natrium- 
acetat oder Kochsalz niitzt bei weitem nicht immer. Nach einer Reihe von 
Versuchen kamen wir zu folgendem Verfahren, nach dem es immer gelingt, 
das Tyroalbumin restlos auszuscheiden. 

1g Substanz wird mit 50 ccm Wasser digeriert. Nach einer halben 
Stunde wird abfiltriert, gut ausgewaschen, Waschwasser und Filtrat mit 
2cem einer Iproz. Essigséurelésung versetzt und zum Sieden erhitzt. 
Man gibt nun tropfenweise eine gesiittigte Lésung von Kali-Alaun so 
lange zu, bis. sich der Niederschlag zusammenballt. Dazu sind meistens 
nur wenige Tropfen erforderlich. Nun unterbricht man das Erhitzen. 
Nach wenigen Minuten hat sich der Niederschlag ganz zu Boden gesetzt, 
und die dariiber stehende Fliissigkeit ist véllig klar. Es wird nun auf ein 
aschenfreies Filter abfiltriert, ausgewaschen und der Stickstoff des Nieder- 
schlages bestimmt. 

Einige Doppelbestimmungen ergaben gut tibereinstimmende Ergebnisse. 
Wir erhielten z. B. bei Magerkiise 8: 1. Bestimmung: 0,79 Proz. N; 2. Be- 
stimmung: 0,84 Proz. N; 3. Bestimmung: 0,79 Proz. N. 


Peptongemische. 

Mit dem Namen Peptongemische wollen wir wasserlésliche, nicht koagu- 
lierbare, die Biuretreaktion gebende EiweiBprodukte bezeichnen, also Ver- 
bindungen von Aminosiuren. Da es uns nicht gelungen ist, wohidefinierte 
Polypeptide herzustellen, so haben wir obigen Namen der Bezeichnung 
Polypeptidgemische vorgezogen. 

Da man annehmen darf, da8 die Summe der Zahlen fiir den Stickstoff- 
gehalt von Tyroalbumin, Peptongemischen, Basen und Aminosiuren gleich 
dem Stickstoffgehalte der wasserléslichen organischen Substanz sein wird, 
so laBt sich der Peptonstickstoff leicht dadurch berechnen, daB man die 
Zahlen fiir den Stickstoff des Tyroalbumins und der Eiweibzersetzungs- 
produkte zusammenzahlt und von dem Stickstoff der wasserléslichen 
organischen Substanz abzieht. Fiir die Magerkise 7 und 2 ergibt das folgende 
Zahlen, bezogen auf fettfreie Trockensubstanz: 





Magerkase7 || Maygerkise 2 
Le ee Proz. 


\| 
nsinnems pte cesiaenoreeatyentnaiahemaiter stpeieaniattimiiinrtianetibicenimams —  — 


N in der wasserléslichen organischen Substanz : | 3,40 
On OM ee ee. 70 62 | 
N in den EiweiBzersetzungsprodukten . . . yA | 2,79 


N des Peptongemisches berechnet. ..... j 0,61 
1) Zeitschr. f. phys. Chem. 47, 28, 1905. 
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Gehen bei der GesamteiweiBstickstoffbestimmung die Peptone nahezi: 
quantitativ in den Kupferhydroxyd- bzw. in den Bleiessigniederschlag ein, 
so miissen sie sich auch quantitativ in der Weise bestimmen lassen, da\} 
man in dem wiisserigen Auszug des Kiasepulvers zuniichst das Albumin 
ausfallt und im Filtrat die Peptongemische mit einem der genannten 
Fallungsmittel bestimmt. Man hat dabei noch den Vorteil, daB man in 
dem Filtrat der Peptone die EiweiSzersetzungsprodukte vorfindet, deren 
Stickstoff sich nun leicht nach Kjeldahl bestimmen lat. Diese Zahl mui 
dann annihernd iibereinstimmen mit der Summe der Zahlen fiir den Stick- 
stoff der Basen und Aminosiuren. Wir erhielten fiir Magerkise 7 folgende 
Werte: Tyroalbumin 0,75 bzw. 0,72 Proz. N; Peptongemische 0,50 Proz. N 
mit Bleiessig und 0,53 Proz. N mit Kupferhydroxyd. In den Filtraten 
dieser beiden Niederschlage als N der EiweiBzersetzungsprodukte jedesma| 
2,11 Proz. Fiir Magerkise 2 lauten die entsprechenden Zahlen: Tyroalbumin 
1,60 und 1,63 Proz. N; Peptongemische 0,87 und 0,96 Proz.; Eiweil- 
zersetzungsprodukte 1,20 und 1,14 Proz. N. Diese auffallend tiberein- 
stimmenden Zahlen sprechen fiir den Wert beider Methoden. Vergleicht 
man indessen die analytisch gefundenen Zahlen fiir den Peptonstickstoff 
mit den berechneten obiger Tabeile, so sind die Ergebnisse wenig be- 
friedigend, ist doch die Differenz in einem Falle 0,2, im anderen sogar 
0,3 Proz. 

Vergleicht man die Mittelzahlen fiir den Stickstoff der Eiwei®zer- 
setzungsprodukte, wie man sie nach dem soeben beschriebenen Verfahren 
erhielt, mit den friiher fiir N der Eiwei®zersetzungsprodukte ermittelten 
Zahlen (vgl. Tabelle I), so herrscht verhiltnismaBig gute Ubereinstimmung. 
Fiir Magerkase 7: Im Filtrat des Peptonniederschlages 2,11 Proz. N, nach 
Tabelle I: 2,21 Proz. N. Fiir Magerkise 2 sind die Zahlen: 1,17 und 1,33. 


Caseoglutin. 


Zur Bestimmung dieser eigenartigen EiweiBsubstanz wurde eine 
Reihe von Vorversuchen angestellt. Behandelt man das lufttrockne Kase- 
pulver mit Alkohol von verschiedener Konzentration, so wird stets 
Caseoglutin in Lésung gehen. Dabei scheint 80proz. Alkohol die gréBte 
Lésungsfihigkeit zu haben. Aber auch absoluter Alkohol lést noch be- 
triichtliche Mengen von Caseoglutin. Im Cheddarkiise z. B. fanden wir bei 
zweimaliger Behandlung von 1 g mit je 25 cem absoluten Alkohols je 5 Mi- 
nuten lang 0,09 Proz. Caseoglutinstickstoff. Mit 80proz. Alkohol unter den 
gleichen Bedingungen 0,74 Proz. N. 

Wir lieBen dann auf Cheddarkise erst 95 proz., dann 80proz. und zuletzt 
60proz. Alkohol in der angegebenen Weise einwirken und fanden an Caseo- 
glutinstickstoff: 0,05, 0,14 und 0,18 Proz. Demnach scheint es, daB absoluter 
Alkohol eine Umwandlung der mit Caseoglutin bezeichneten EiweiBstoffe 
vornimmt, so da8 diese dann nicht mehr mit 80proz. Alkohol in der gleichen 
Menge extrahiert werden kénnen wie vorher. 

Da der mit 80proz..Alkohol zweimal extrahierte Riickstand immer 
noch weitere, nicht unbetrachtliche Mengen von Caseoglutin enthielt und 
die einzelnen Bestimmungen schlecht iibereinstimmende Ergebnisse auf- 
wiesen, so wurde nunmehr | g Substanz mit 25 cem 80proz. Alkohol unter 
Benutzung des RiickfluBkiihlers eine halbe Stunde gekocht. Der Alkohol 
wurde bis auf einen kleinen Rest abgedampft, dieser in Wasser gegossen, 
das Caseoglutin abfiltriert und der Stickstoff bestimmt. Wir fanden 1,08 Proz. 
N (immer auf die lufttrockne Kiisemasse bezogen). Der Riickstand, in der 
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gleichen Weise behandelt, ergab aber immer noch 0,21 Proz. Caseoglutin- 
stickstoff. Nach der dritten halben Stunde der Extraktion und EingieBen 
in Wasser fand keine Abscheidung von Caseoglutin mehr statt. Auf Grund 
dieser Vorversuche verfuhren wir folgendermafen: 

1g des lufttrocknen Kasepulvers wird mit 25cem 80proz. Alkohol 
| Stunde lang am RiickfluBkiihler gekocht. Der Alkohol wird bis auf einen 
kleinen Rest verdampft, der Rtickstand in viel Wasser gegossen, vom 
ausgeschiedenen Caseoglutin abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen und der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Der auf diese Weise festgestellte Caseo- 
glutinstickstoffgehalt fiir Cheddarkase betrug 2,08 und 2,13 Proz. 


Harnstoff. 


Wie in der Einleitung erwahnt wurde, hat E. Winterstein') im Magerkise 
Harnstoff nach der Methode von R. Fosse mit Xanthydrol nachgewiesen. 
Er verwendete etwa 5kg Kise, aus dem in einem langeren Prozesse das 
Harnstoffdixanthy! dargestellt wurde. Es fragt sich nun, ob sich der Harn- 
stoff im Kase quantitativ mit Xanthydrol unter Benutzung einer kleineren 
Menge Ausgangsmaterial nach einer verhaltnismaSig einfachen Methode 
bestimmen 1aBt. 

Wir kochten 30 g Kasepulver dreimal mit 96proz. Alkohol, dampften 
die vereinigten Extrakte bis auf 2 bis 3 cem ein und setzten 25 cem Wasser 
hinzu. Vom Caseoglutin wurde abfiltriert, das Filtrat auf 5 cem eingedampft, 
15cem Hisessig und 2cem einer konzentrierten Lésung von Xanthydrol 
in absolutem Alkohol zugegeben. Wir bekamen auf diese Weise anfangs 
regelmaéBig Niederschlige, die sich aber dann als nicht aus Harnstoff- 
dixanthyl bestehend erwiesen. Da uns das Xanthydrol als angeblich reines 
Reagens tibergeben worden war, so kosteten uns die ersten Versuche sehr 
viel Zeit und Miihe. Wir fanden regelma8ig sowohl in den kiinstlich herge- 
stellten Harnstoffl6sungen als duch in den auf die soeben beschriebene 
Weise erhaltenen Kiaseextrakten eine Art von Kristallen, die unter dem 
Mikroskop eine charakteristische wetzsteinartige Form zeigten und sich 
von den viel kleinen, feinen Nadeln des Xanthons deutlich unterschieden; 
wir hielten sie fiir Harnstoffdixanthylkristalle. Erst die Ermittlung des 
Schmelzpunktes, der bei 140° lag, wihrend sich Harnstoffdixanthyl bei 
etwa 260° zersetzt, brachte uns auf den Irrtum. Nach Beschaffung eines 
guten Xanthydrolpraparates, das sich von dem zuerst verwendeten schon 
durch sein ginzlich anderes Lésungsverhiltnis zu Alkohol unterschied, fanden 
wir jene wetzsteinartige Kristallform nicht mehr, sondern feine Nadeln, 
die sich bei etwa 100facher VergréBerung kaum von den Kristallen unter- 
schieden, die man erhalt, wenn man in siurefreies oder nicht geniigend 
angesiuertes Wasser eine Lésung von Xanthydrol tropft, und die aus 
Xanthon bestehen diirften, da sich Xanthydrol offenbar sehr leicht oxydiert. 
Verfuhren wir nach der Angabe von R. Fosse (Ann. de J'inst. Pasteur. 30, 
525, 1916), bzw. nach O. Winterstein*®), der das Fossesche Verfahren nach- 
geprift hat, so erhielten wir in kiinstlich hergestellten Harnstofflésungen 
in kurzer Zeit die Harnstoffdixanthylkristalle mit dem von Fosse angegebenen 
Schmelzpunkt. Dagegen bekamen wir in den Kiseextrakten keine Fallung. 

Wir vermischten 10g Kasepulver mit 2mg Harnstoff, behandelten 
das Gemisch wie oben angegeben, ohne einen Niederschlag zu erhalten, 


ee 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 105, 25, 1919. 
2) Diss. Ziirich 1918, 
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wahrend 2 mg Harnstoff in Wasser gelést einen voluminésen Niederschlay 
von Dixanthylharnstoff ergaben. Die im Kase vorhandenen Spuren von 
Harnstoff lassen sich somit augenscheinlich, wenn man nicht von gréBeren 
Mengen Kise ausgeht, nach der Fosseschen Methode nicht nachweisen. 
Immerhin ware es von Interesse, weitere Versuche anzustellen, etwa ii, 
AnschluB an die oben erwahnte, interessante Arbeit von O. Winterstein, 
der mit Xanthydrol den Harnstoff im Blute und im Harn bestimmte. 

Auch in der Milch, ausgehend von 100 ccm, gelang es uns nicht, mit 
Xanthydrol Harnstoff nachzuweisen. 


B. Das Ergebnis der Untersuchung der einzelnen Kase. 
Da sich vorliegende Untersuchung nur auf Magerkise erstrecken 
soll, so zogen wir andere Kasearten nur zum Vergleiche heran. Die 
Zahlen des mit Bissegger bezeichneten Fettkises entnahmen wir der 
Dissertation Walter Bisseggers (Zurich 1907) in die Tabellen II und 
IIT auf. 


In den Tabellen I bis III sind, wie ersichtlich, die Fettkaése von den 
Magerkiisen und diese wieder von dem untersuchten mageren Weichkiise, 
dem Tilsiter, getrennt. Bei der Betrachtung der Zusammensetzung der 
frischen Kase in Tabelle II fallt sofort der Unterschied im Wassergehalte 
der drei Guppen auf. Die Magerkise enthalten etwa 16 Proz. mehr Wasser 
als die fetten Hartkiase. Der Cheddarkise als fetter Weichkase ist wesentlich 
wasserreicher als die fetten Hartkiise; der magere Weichkase, der Tilsiter, 
enthalt dagegen noch etwa 10 Proz. mehr Wasser als die mageren Hartkiise. 
So ist von vornherein, vom Fettgehalt ganz abgesehen, die mindere Qualitiit 
der Magerkise dem Emmentaler Fettkase gegeniiber bedingt. 

Der Aschengehalt der frischen Hartmagerkiise ist um etwa 2 bis 3 Proz. 
héher als derjenige der Fettkise. 

DaB der Gesamtstickstoffgehalt der frischen Magerkiise um etwa 
1 Proz. héher ist als derjenige der frischen Fettkise, hat seine rein auBere 
Ursache in dem geringeren Fettgehalte der ersteren, denn ein Blick auf 
Tabelle ITI zeigt sofort, daB der Gesamtstickstoff von Fett- und Magerkiisen 
in den wasser-, fett- und aschenfreien Produkten durchschnittlich der gleiche 
ist. Ganz anders verhilt es sich indessen mit dem GesamteiweiBstickstoff. 
Er ist (vgl. Tabelle III) bei den Magerkasen héher als bei den Fettkisen, 
und erstere enthalten daher mehr Eiwei8 als letztere. Damit hangt zusammen, 
daB die Mengen der EiweiBzersetzungsprodukte der Fettkase im Durch- 
schnitt erheblich gréBer sind als die der Hartmagerkise. Fiir den Tilsiter 
trifft dies, trotz seines geringen Fettgehalts und seines geringen Alters, 
nicht zu. Die Reifung der mageren Weichkise verliuft augenscheinlich 
ganz anders als die der Hartmagerkise. 

Betrachten wir die Zahlen fiir den Stickstoff der organischen Basen 
und der Aminoséuren in Tabelle III, so ergibt sich, daB die Magerkise 
weniger Aminoséuren enthalten als die Fettkise, die ja auch gerade durch 
die Aminesauren ihren charakteristischen Geschmack erhalten sollen. Der 
Gehalt der einzelnen Kise an organischen Basen ist sowohl bei Fett- als 
auch bei Magerkiisen sehr verschieden, und es li8t sich zunichst kein Bild 
iiber Art und Ursache der Bildung dieser primaren Eiwei8spaltungsprodukte 
gewinnen. Auffallend ist es allerdings, da8 der nur 2 Monate alte Tilsiter 
den héchsten Gehalt an durch Phosphorwolframsaure fallbaren Stickstoff- 
verbindungen aufweist, ein Umstand, der auch in dem hohen Stickstoffgehalt 
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Tabelle II. 


Zusammensetzung der frischen Kise, nach abnehmendem Fettgehalt 
geordnet (aus Tab. I berechnet). 


















games 


Fettkase, 
Bissegger 
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Fettkase . 
Cheddarkase 


Tilsiter Kase 
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‘ 5 

ee 
4 ” ‘ 
Z 8 
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Alter in Monaten 


— 
“1k oO -1-) 


Wasser 


Proz. 


311 


31,3 
42.5 


43,5 


46,7 | 


52,1 
47,0 


Zusammensetzung der fett-, 


» 
~ aes ae 
“4 Sa 48 
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£ ms z 2Z Pao) 2s 
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vo 9 a Se | os oc 
S S a 92 1.0 6 #28 
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Proz. Proz. Proz. Proz.| Proz. Proz 


= 
32,70 4,53 4,59 | 3,67 | 0,92 


36,10 3,31 
28,38, 2.96 


3,98 | 
3,36 | 


3,37 


0,61 
2.58 | 0,7 





5,33 | 
4.93 
44] 
5,34 
5,54 | 4.95 
5,65 | 5,13 | 
5,76 | 4.57 | 
5,63 | 5,09 
6,25 | 5,62 


10,44 
9,71 
7,75 
6,42 
| §,23) 
4,75) 
4,56 
| 2,34 
0,51 


7,64 
6,76 
7,25 
7,39 
7,06 
6,73 
7,92 
8,14 
8,93 


4,67 
436 
| 3,75 
| 4,78 


0,66 
0,57 
0,66 
0,56 
0,59 
0,51 
1,19. 





0,63 








2,76 4,94 | 4,75 | 3,97 | 0,78 





Tabelle 111. 
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Stickstoffverbindungen des Magerkases. 


Tabelle IV. / 





Gehalt der wassers, fetts und aschefreien Kase an 


| .Tyroalbumine Caseoglutin- 
i stickstoff stickstoff 


Proz. 


Peptonstickstoff 


Proz. Proz. 








Emmentaler Fettkiase . 0,94 2,22 

Cheddarkéfse ...... 0,76 2.49 = 

Magerkise 2 ...... 2,07 2,90 117 
‘6 ( FAG aegis 0,84 3,51 0,63 
re ea sr ty 1,07 3,52 — 


der wasserléslichen organischen Substanz dieses Kises seine Bestatigung 
findet. 

Ferner ist es eigentiimlich, daB der eine Emmentaler Fettkase nur eine ge- 
ringe Menge von Basen enthialt, dafiir aber sehr viel Aminoséuren, wihrend 
bei einem Magerkiise (Nr. 1) das Verhaltnis gerade ungekehrt ist. 

Alle bis jetzt gepflogenen Betrachtungen gelten fiir einen Magerkise 
nicht, namlich fiir Kise 7. Er wurde zufallig zuletzt untersucht und warf 
dann die Allgemeingiiltigkeit aller soeben vorgebrachten Uberlegungen 
einfach um. Wegen der ganz ungewodhnlichen Zahlen wurde der Kase 
wiederholt untersucht und immer mit genau dem gleichen Ergebnis. Rein 
auBerlich unterschied er sich in frischem Zustande nicht sehr von den anderen; 
er war nur etwas braunlicher und ein wenig zaher, doch von gutem Ge- 
schmack. Auf eine Anfrage hin erhielten wir von der Schweiz. Export- 
gesellschaft f. Emmentaler Kise die Mitteilung, daB der Magerkiise bei der 
Herstellung nicht anders behandelt worden wire als die anderen uns zur 
Untersuchung tibergebenen Arten, daB man aber mit Absicht auch gerade 
diesen Kiise wegen seines fiir ejnen Magerkise ungewohnlich hohen Alters 
mit ausgewahlt hatte. Leider gelang es uns nicht, noch eine Probe eines so 
alten Magerkiises zu erhalten. 

Was beim Magerkise 7 besonders auffallt, ist die weitgehende EiweiB- 
zersetzung: sie ist ebenso groB wie bei den Fettkisen. Organische Basen 
sind nur in geringer Menge vorhanden; dagegen ist die Menge der Mono- 
aminosdéuren so groB, daB sie das Doppelte des bei den Magerkiisen vor- 
kommenden Héchstgehalts noch iibersteigt. Es fragt sich, ob die Ursache 
nur dem hohen Alter des Kases zuzuschreiben ist, wird doch die Kase- 
reifung noch durch mancherlei andere Umstiinde, wie z. B. Milchbeschaffen- 
heit, Bakterienflora, Temperatur bei der Herstellung und der Reifung 
beeinfluBt. 

Sehr auffallend ist die groBe Menge von Ammoniak in Kase 7. Auch 
sie ist mehr als doppelt so groB bei dem Magerkiise, der nach ihm am meisten 
Ammoniak enthalt. Wahrend Kase 7 in bezug auf die Stickstoffverbin- 
dungen den Fettkiasen gleicht, unterscheidet er sich im N H,-Gehalt von 
ihnen. Gegen einen Faulnisvorgang spricht der gute Geschmack. Auf 
alle Falle zeigt aber der hohe Ammoniakgehalt, daS die Art und Weise 
der Reifung anders verlaufen sein muBte als bei den Fettkisen. Es wire 
ja auch médglich, daB ein bestimmter Mikroorganismus diese besondere 


Art der Reifung bewirkt hat, so daB das Alter des Kises iiberhaupt keinen - 


EinfluB hatte. Sollte dies aber nicht der Fall sein und vielmehr ganz all- 
gemein alte Magerkiise eine den Fettkasen ahnliche Zusammensetzung 
aufweisen, soweit es sich um die EiweiBzersetzungsprodukte handelt, 
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so lage vielleicht fiir die praktische Kasereitechnik die Frage nahe, ob nicht 
die Magerkase erst in einem Aalteren Stadium zum Verkaufe kommen sollten, 
Wenn auch der Fett- und Wassergehalt immer' von entscheidender Be. 
deutung fiir den Wert eines Kises sein werden, so wire es doch immerhin 
modglich, daB Geschmack und Nahrwert eines weiter gereiften Magerkiises 
ganz anders sind als in einem verhaltnismaBig jungen Kise. 

Um wie vieles haltbarer Fettkiise als Magerkise sind, zeigt folgender 
Versuch: Von einigen der untersuchten Kise wurde je ein kleines Stiick 
im urspriinglichen feuchten Zustande in Glasern aufbewahrt. Wahrend der 
Emmentaler Fettkise selbst nach einem Monat keinerlei auBere Veranderung 
zeigte, bildeten sich auf den Oberflichen des so aufbewahrten Magerkiises 
Nr. 9 und des Tilsiter Kises bald Schimmelpilze. Letzterer war nach 
14 Tagen tibelriechend und ganz ungenieBbar geworden. Von jeder der 
drei Proben hatten wir sofort bei Beginn der Untersuchungen Ammoniak.- 
bestimmungen in frischem Zustande gemacht, und dies dann in gewissen 
Zwischenpausen wiederholt. Folgendes sind die Ergebnisse: 





Datum Tilsiter Kase 


Proz. 
13. VI. | Ammoniakstickstoff . | 0,14 
16. VI. | 4 ot 0,20 
20. VI. | » at 0,37 
25. VI. || i si 0,55 


Die erste Bestimmung geschah unmittelbar nach der Entnahme der 
Probe von dem groBen Stiick im Kasekeller. 12 Tage spiter war also der 
Ammoniakgehalt schon um das Vierfache gestiegen. 





Datum Magerkase Nr. 9 
- Peon, SE 
26. V.  Ammoniakstickstoff . 0,08 
2. VI. t 0.09 
28, VI. 2 : 041 


Die Ammoniakbildung verlief hier erheblich langsamer. Wahrend der 
Ammoniakgehalt beim Tilsiter nach 8 Tagen schon um fast das Dreifache 
gestiegen war, nahm er bei dem Magerkise in der ersten Woche nur 
wenig zu, stieg allerdings dann nach 33 Tagen um das Fiinffache. 





idea Emmentaler Fettkise 
: me: A 
22. VI. Ammoniakstickstoff . 0,11 
24. VI. : ; 0,10 
28. VI. 2 0,10 
18, VII. “ ‘ 0,11 


Da die Untersuchungen des Tilsiter und des Magerkiises in eine sehr 
heiBe Zeit fielen, wihrend der Fettkise spiter untersucht wurde, so, war 
es nicht ausgeschlossen, daS dadurch das Ergebnis beeinfluBt sein konnte. 


. Von den zu untersuchenden Kiisen hatten wir frisches Material nicht mehr 


zur Verfiigung, und wir kauften uns daher in einer Handlung je ein Stiick 
Magerkise und Fettkiise lediglich zur Nachpriifung der obigen Unter- 
suchung. 
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Detum Magerkise | Fettkise 
Proz. Pree... 
1, VIL. | Ammoniakstickstoff . 0,06 0,18 
7. VIL. |) * ; 0,10 0,15 
15. VII. ” . 0,13 0,15 
30. VIT. || - . 0,19 — 


Die Fettkaseprobe verdarb uns leider durch ein MiBgeschick. Immerhin 
bestatigen auch diese beiden Untersuchungsreihen das Ergebnis von vorhin. 
Hier zeigte allerdings auch der Fettkise schon nach 8 Tagen geringe 
Schimmelbildung, wohingegen der Magerkiése immer dunkler und zuletzt 
schwarz gefarbt war. 

Die Versuche zeigen auch in bezug auf ihre Haltbarkeit die ginzlich 
andere Art von Emmentaler Fettkise gegeniiber Magerkiise und magerem 
Weichkiase. Wahrend diese alsbald nach der Entnahme aus dem Kasekeller 
und dem Anschneiden eine Ammoniakzunahme zeigen, andert sich die 
Ammoniakmenge der Emmentaler Fettkase langere Zeit offenbar gar nicht. 

Was die in der Einleitung aufgeworfene Frage anbelangt, ob etwa, da 
Fettkase mehr EiweiSzersetzungsprodukte aufweisen als Magerkiase, auch 
fettere Magerkiise davon mehr besitzen als fettarme, so scheint es allerdings, 
wenn man von Nr. 7 absieht, daB die Frage bejaht werden darf; doch miiBte 
noch eine erheblich gréBere Anzahl von Magerkisen untersucht werden, 
um iiber diese Frage Klarheit zu erhalten. Bei einer derartigen Massen- 
untersuchung miiSte aber auch das Alter der Kise angegeben werden, das 
wahrscheinlich eine gréBere Rolle in der Zusammensetzung spielt, als man 
bisher annahm. 

In der Einleitung wurde erwihnt, daB8 Bondzynski zwischen Umfang 
und Tiefe der Kasereifung unterscheidet, wobei er unter Umfang die Menge 
der wasserléslichen organischen Substanz, unter Tiefe die der EiweiB- 
zersetzungsprodukte versteht. Zur Beurteilung dieser Frage kommt in 
unserem Falle natiirlich nur Tabelle III in Betracht, denn wenn in den 
frischen Kisen die Zahlen fiir die wasserlésliche organische Substanz der 
Fettkase so wesentlich geringer sind als die der Magerkise, so kommt 
das auch wieder von den gréBeren Zahlen fiir Fett plus Wasser in den 
Fettkasen. Doch auch der Vergleich der fett-, wasser- und aschenfreien 
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Kiasemasse miteinander scheint zu zeigen, daB die Menge der wasserléslichen 
organischen Substanz in den Fettkiasen etwas geringer ist, sofern die ver- 
haltnismaBig geringere Zahl der untersuchten Kise iiberhaupt einen SchluB 
erlaubt. Sehr auffallend ist der Unterschied im Stickstoffgehalt der 
organischen H,O léslichen Substanz zwischen Fett- und Magerkasen. 
Erstere enthalten davon etwa 25 Proz. weniger als die Magerkise. Ganz 
besonders hoch ist der Stickstoffgehalt der wasserléslichen organischen Sub- 
stanz im Tilsiter Kase, der iiberhaupt eine von den trocknen Magerkiisen 
ganz verschiedene Zusammensetzung hat. 

Die Untersuchung auf Tyroalbumin-, Caseoglutin- und Peptonstickstoff 
wugde nur auf wenige Kiise ausgedehnt, da es uns einstweilen nur darauf 
ankam, die geeigneten Methoden zu ihrer Bestimmung herauszufinden. 
Massenuntersuchungen diirften auch hier Ergebnisse von Interesse zeitigen. 
Die Menge des Caseoglutins ist in den Fettkisen offenbar erheblich geringer 
als in den Magerkisen (vgl. Tabelle IV). Diese Erscheinung ist von prakti- 
scher Bedeutung, denn das Caseoglutin gibt den Kiasen Geschmeidigkeit 
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und Weichheit ; da aber Fett ahnlich wirkt, so brauchen auch die Magerkiis: 
um genieBbar zu sein, erheblich mehr von diesem EiweiSstoff. 

Auch in bezug auf seinen Tyroalbumin- und Peptongehalt weic)it 
Magerkiise 7 augenscheinlich wieder wesentlich von den anderen Mager. 
kasen ab. 

In der Einleitung wurden die Beobachtungen von Slyke und Hurt 
liber die verschiedenartige Léslichkeit von Stickstoffverbindungen in reine 
Wasser und Salzwasser bei zunehmender Kiasereifung erwahnt. Wir ver. 
mochten im Rahmen dieser Arbeit nicht naher auf die Versuche der beiden 
Forscher einzugehen. Wir begniigten uns damit, in zwei Kiasen die Léslich- 
keit stickstoffhaltiger organischer Substanz in 5proz. Salzwasser festzu- 
stellen und sie mit der friiher festgestellten Léslichkeit in reinem Wasser 
zu vergleichen. Der Stickstoffgehalt der in reinem Wasser ldéslichen 
organischen Substanz von Magerkiése 2 betrug 3,4 Proz. des lufttrocknen, 
fettfreien Kasepulvers. Bei der Extraktion mit Salzwasser fanden wir 
dagegen 2,5 Proz. Beim Cheddarkise sind die beiden Zahlen 2,9 und 2,8, 
somit ist unter Beriicksichtigung der Fehlergrenzen beim Cheddarkiise 
kein Unterschied vorhanden. 


Il, Qualitative Untersuchungen. 

Da die quantitative Untersuchung von Magerkisen wesentliche 
Unterschiede zwischen ihrer Zusammensetzung und derjenigen von 
Fettkasen ergab, so wurde nunmehr die Frage gepriift, ob etwa die 
von E£. Winterstein und seinen Mitarbeitern ausgearbeiteten qualitativen 
Untersuchungsmethoden von Emmentaler Kise abweichende Ergebnisse 
zwischen Fett- und Magerkise zeitigen wiirden. 


2,7 kg des getrockneten Magerkisepulvers wurden mit der vierfachen 
Menge 80proz. Alkohols 5 Stunden lang unter Benutzung eines Riickflub- 
kiihlers gekocht. Der Alkohol wurde hei8 durch ein Tuch vom Riickstande 
abfiltriert, dieser abgepreBt, zerkleinert, mit 3 Litern Alkohol 12 Stunden 
lang stehengelassen, abermals abfiltriert und abgepreBt. Der Alkohol 
der vereinigten Filtrate wurde bis auf ein Volumen von etwa einem Liter 
abdestilliert und der Rest in etwa 8 Liter Wasser gegossen. Nachdem sich 
das ausgeschiedene Caseoglutin abgesetzt hatte, wurde die dariiber stehende 
Fliissigkeit abgehebert, der Rest abgenutscht, das Caseoglutin wiederholt 
mit Wasser ausgewaschen und mit absolutem Alkohol getrocknet. 


Caseoglutin. 


Man kann zur Darstellung des Caseoglutins auch so verfahren, dab 
man Magerkiise mit der fiinf- bis zehnfachen Menge 80proz. Alkohols 
einigemal auskocht, die vereinigten Filtrate durch Destillation von Alkohol 
befreit und die verbleibende gelbe Lésung in viel Wasser gieBt, wobei sich 
in den meisten Fallen das Caseoglutin flockig ausscheidet. Ist dies nicht 
der Fall, so fiigt man zu der milchigen Fliissigkeit so lange verdiinnte 
Natronlauge, bis eben Lésung erfolgt ist, gibt vorsichtig verdiinnte Essig- 
saure hinzu, bis die Ausflockung beginnt, sammelt den Niederschlag auf 
einem Filter und trocknet ihn mit Alkohol und Ather. 

Wie aus dem analytischen Teile dieser Arbeit hervorgeht, lést sich das 
Caseoglutin beim Extrahieren von Magerkise in Alkohol von verschiedener 
Konzentration. Das von uns untersuchte Caseoglutin enthielt 12,5 Proz. 
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Stickstoff. Es gab mit Glyoxylsiure und Schwefelsiiure die Tryptophan- 
reaktion. Die Millonsche Reaktion fiel positiv aus. Nachfolgend fiihren 
wir im Zusammenhang mit unseren eigenen Untersuchungen die Ergebnisse 
einer Arbeit tiber Caseoglutin an, die vor Jahren Winterstein und Suszuki 
im agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule ausfiihrten. Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB 
Caseoglutin bei der Spaltung mit Saéuren die Basen Histidin, Arginin und 
Lysin liefert. 

10 g Caseoglutin = 9,39 g Trockensubstanz wurden mit 100 ccm reiner 
konzentrierter Salzsiure am RiickfluBkiihler 10 Stunden lang gekocht, 
abgekiihlt, mit Wasser verdiinnt, filtriert und das Filtrat auf 500 cem auf- 
gefiillt. Aliquote Teile dienten zur Bestimmung von Gesamtstickstoff, 
Basenstickstoff und Ammoniakstickstoff. Es wurde gefunden: 





Trockensubstanz jesamtsN 


Proz. Proz. 
Gesamtstickstoff. ...... 15,22 100,0 
N im P. W. Saureniederschlag 4,92 32,5 
Ammoniakstickstoff .... . 1,82 11,9 
N im den organischen Basen . 3,10 20,4 


Untersuchung auf einzelne Basen. 


69,1 g getrocknetes Caseoglutin wurden in einem gréBeren Kolben 
mit einem Liter konzentrierter Salzsiiure auf dem Wasserbade sehr langsam 
erwarmt, dann allmahlich auf freier Flamme 2 Stunden lang stark gekocht 
und das Kochen schlieBlich unter Benutzung eines RiickfluBkiihlers noch 
10 Stunden fortgesetzt. Nach dem Erkalten wurde mit einem Liter Wasser 
verdiinnt und abfiltriert. Es blitb nur eine sehr kleine Menge schwarzer. 
huminahnlicher Substanz auf dem Filter zuriick. Die dunkel gefarbte 
Liésung wurde mit Phosphorwolframsiure versetzt, bis ein geringer Uber- 
schu8 vorhanden war, der Niederschlag nach 24 Stunden auf die Nutsche 
gebracht und so lange mit 5proz. Schwefelsiure ausgewaschen, bis im Filtrat 
keine Salzsiure mehr vorhanden war. Da aber dann der Niederschlag 
immer noch freie Salzsiiure enthalt, so wurde er in einer Reibschale gut 
verrieben, wieder abgenutscht und die Operation noch zweimal wiederholt. 
Die Basen wurden mittels Baryts freigemacht, Ammoniak durch Luft 
und iiberschiissiges Barium mit Kohlensiure beseitigt und durch das 
schlieBlich erhaltene, klare Filtrat so lange Kohlensiure eingeleitet, bis die 
Fliissigkeit neutral oder schwach sauer war. Die Isolierung der Basen 
geschah nach dem Verfahren, wie es E. Winterstein in seinen Arbeiten iiber 
Kase beschrieben hat. 

Wir fanden in 69,1 g Caseoglutin: 

2,12 ¢g Histidinchlorid, entsprechend 1,852 g oder 2,3 Proz. Histidin, 

1,47 g Argininkupfernitrat, ,, 0,87lg ,, 1,26 ,, Arginin, 

3,00 g Lysinchlorid vi 2,001g ,, 2,90 ,,  Lysin. 

Der nach der Extraktion mit Alkohol verbliebene ausgepreBte Kuchen 
wurde mit der Hand gut zerkleinert, mit etwa 6 Litern heiBen Wassers 
versetzt, die Fliissigkeit nach langerem Stehen durch ein Tuch filtriert, 
nochmals mit 3 Litern Wasser aufgeschwemmt, wieder filtriert und ab- 
gepreBt. Das so zuriickgebliebene Tyrocasein wurde nicht weiter untersucht. 
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Untersuchung auf Polypeptide bzw. Peptone und organische Sduren. 


Aus den frither mitgeteilten analytischen Daten ist ersichtlich, dai 
Magerkise wasserlésliche, durch Schwermetalle nicht faillbare Eiweis- 
spaltungsprodukte enthalt. Fallt man den wasserigen Extrakt eines Mager- 
kaises mit Bleiessig oder Kupferhydroxyd und zerlegt den Niederschilag, 
so findet man zwar keine kristallinischen EiweiSspaltungsprodukte, woh! 
aber nicht unbetrachtliche Mengen von Peptonen bzw. Polypeptiden, 

Das Filtrat vom Caseoglutinniederschlag und die Wasserextrakte 
wurden vereinigt und so lange mit Bleiessig versetzt, bis keine Fallung mehr 
auftrat. Nach etwa 12 Stunden hatte sich der voluminése Niedersclilag 
so weit abgesetzt, daB die dariiberstehende klare Fliissigkeit abgehebert 
werden konnte. Der Riickstand wurde mit 2 Litern Wasser versetzt, um- 
geriihrt, 1 bis 2 Stunden stehengelassen, die klare Fliissigkeit ebenfalls 
abgehebert und diese Art des Auswaschens noch dreimal wiederholt. Die 
zuriickgebliebene wiasserige Suspension wurde mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt, die bleifreie Lésung auf dem Wasserbade bis zur Sirupdicke ein- 
gedampft und in den Exsikkator gebracht. Allmahlich schieden sich aus 
dem Peptongemische Kristalle aus, welche nach Entfarbung mit Tierkolile 
aus Wasser umkristallisiert wurden. Sie schmolzen zwischen 178 und 182° 
und zeigten alle die fiir Bernsteinsiéure charakteristischen Reaktionen. 
Eine Charakterisierung der anderen, neben der Bernsteinsiure vorhandenen 
organischen Saéuren wurde nicht vorgenommen. 

In einer zweiten Kaseprobe, die zunichst genau so behandelt wurde, 
wie es soeben beschrieben worden ist, fallten wir nach Abscheidung des 
Caseoglutins mit Bleiacetat und im Filtrat des dabei entstandenen Nieder- 
schlages mit Bleiessig. Da die organischen Sauren entweder ganz oder 
doch zum gréBten Teil erst von Bleiessig gefallt werden, so gelingt auf 
solche Weise von vornherein ihre Trennung von der Hauptmenge der Peptone. 
Diese wurden aus dem Bleiacetatniederschlage nach Beseitigung des Bleis 
in Form einer gelblich teigigen Masse erhalten, die sich auf einer Tonplatte 
leicht trocknen lieB. Der EiweiBstoff gab die Millonsche Reaktion, aber 
nicht die Tryptophanreaktion. Schwefel war nicht vorhanden. 15g der 
Peptonmasse wurden mit 15proz. Schwefelsiure 8 Stunden lang gekocht. 
Nach dem Abfiltrieren wurde so viel Schwefelsiure zugegeben, daB die 
Fliissigkeit 5 Proz. davon enthielt und mit Phosphorwolframsaure gefillt, 
der Niederschlag abgenutscht, die Basen mittels Baryts freigemacht, das 
Ammoniak durch Einleiten von Luft vertrieben, das Barium mit Kohlen- 
sdure gefaillt und die Lésung mit Kohlensiure iibersittigt. Sublimat ergab 
eine Fallung von Histidinquecksilber. Im Filtrat davon bewirkte Briickes 
Reagens eine Triibung, Nesslers Reagens eine Fallung. Somit ist auch 
Arginin vorhanden. 

Die Menge des Bleiessigniederschlages war natiirlich jetzt erheblich 
geringer. Das auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampfte Filtrat 
von Schwefelblei war schwarz gefirbt, offenbar infolge der Anwesenheit 
von Phosphorsiure. Aus dem Atherauszug lieBen sich die organischen 
Sauren in Form gut ausgebildeter Kristalle erhalten. 

Zur Pciifung auf Basen wurden 5 kg frischen, fein zerriebenen Mager- 
kisepulvers dreimal mit je 15 Litern heiBen Wassers extrahiert, dabei 
jedesmal gut ausgepreBt, in den vereinigten Extrakten nacheinander mit 
Bleiacetat, Bleiessig und Phosphorwolframséure in der bekannten Weise 
gefallt, und die Ausbeute an Basen und diesmal auch de Gehalt an durch 
Phosphorwolframsaéure faillbaren Stickstoff bestimmt.  Letzterer betrug 
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bei der qualitativen Untersuchung, d. h. bei der Stickstoffbestimmung 
in einem aliquoten Teile des Basengemisches 0,12 Proz., der bei der quanti- 
tativen Analyse gefundene 0,18 Proz. Die Menge der gravimetrisch be- 
stimmten Basen belief sich auf 0,57 Proz. Die Ausbeute ist somit erheblich 
besser als bei dem vorher untersuchten Magerkiise, und beide Versuche 
zeigen, welche wichtige Rolle die Art und Weise der Extraktion und die 
dabei verwendete Menge Wasser spielen. 

Die Trennung der Basen und die Abscheidung der Aminoséuren geschah 
in bekannter Weise. Das schlieBlich erhaltene Aminosiurengemisch wurde 
nach E. Fischer verestert und die Ester der fraktionierten Destillation 
unterworfen. 

Nachfolgende Tabelle zeigt die Zahlen der bei dem Drucke von 14 mm 
und verschiedenen Temperaturen erreichten Ausbeuten der einzelnen 


Fraktionen: 





En Gare || Témperatur Menge 
Fraktion | 0C P 
1 30—55_— i 6,9 
2. 55—90 | 7,6 
3 90—110 9,1 
4 110—140 | 6,2 
5. | 140—165 3,7 


Im Kolben blieben 11 g zuriick. 


Auf die gleiche Art wurden noch zwei weitere Veresterungen vor- 
genommen. Die Aufarbeitung geschah in allen Fallen in gleicher Weise. 
Die einzelnen Fraktionen wurden aus Wasser umkristallisiert und in zwei 
bis drei Kristallfraktionen zerlegt. In allen Fallen gelang die Reindarstellung 
von Valin, Leucin, Isoleucin, Pyrrolidincarbonsiéiure und Asparaginsiure. Die 
Mengen der einzelnen erhaltenen Aminosauren waren bei den drei Versuchen 
recht verschieden, doch iiberwog das Leucin in allen Fallen. Bei dem oben 
beschriebenen Versuche bestand die Fraktion 3 zu 50 Proz. aus Leucin, 
der Rest hauptsachlich aus Pyrrolidincarbonsiure. Zur Charakteristik 
wurden die meisten Kristallfraktionen auf ihren Stickstoffgehalt untersucht 
und der Kupfergehalt des Kupfersalzes bestimmt. Folgendes waren die 
Resultate: 

Esterfraktion 1. 

Fraktion 1 wurde nach erfolgter Verseifung stark eingeengt, die sich 
ausscheidenden Kristalle von der Mutterlauge abgesogen und bei 100° 
getrocknet. Sie enthielten 12,22 Proz. Stickstoff. 

Der nach der N-Bestimmung verbliebene Rest der Kristalle wurde 
in Wasser gelist, die Lésung mit ausgewaschenem Kupfercarbonat neutrali- 
siert, vom iiberschiissigen Kupfersalz abfiltriert, auf ein kleines Volumen 
eingedunstet, die dabei ausgeschiedenen Kristalle von der Fliissigkeit 
abgesogen und bei 100° getrocknet. Wir fanden 21,69 Proz. Kupfer. Somit 
bestand diese Fraktion hauptsichlich aus Valin, allem Anschein nach sogar, 
wegen des héheren Stickstoffgehalts, mit wenig Alanin verunreinigt. 

Die Mutterlauge von der Kristallfraktion | wurde weiter eingeengt 
und in der soeben beschriebenen Weise behandelt. Die dabei erhaltenen 
Kristalle der Kristallfraktion 2 enthielten 11,87 Proz. N, der Gehalt des Kupfer- 
salzes an Cu betrug 21,38 Proz. Die Zahlen stimmen sehr gut auf Valin. 
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Esterfraktion 2. 
Nach der Verseifung wurde fast zur Trockne eingedampft und de; 


Riickstand mit Alkohol ausgekocht. Aus Wasser auskristallisiert, lieferte 


Fraktion 1 Kristalle mit 10,05 Proz. Stickstoff. Es lag also nahezu reines 
Leucin vor. Kristallfraktion 2 wurde mit Kupfercarbonat in das Kupfersal, 
iibergefiihrt, dieses mit Methylalkohol extrahiert, der Methylalkohol al, 
gedunstet und der Riickstand aus Wasser umkristallisiert. Das so erhalteno 
Kupfersalz enthielt 21,52 Proz. Kupfer und 9,52 Proz. Stickstoff. Demnach 
lag reines Valin vor. Die dritte Kristallfraktion besa8 einen niedrigeren 
Stickstoffgehalt; sie bestand offenbar aus viel Valin und Leucin bzw. Iso. 
leucin. 
Esterfraktion 3. ‘ 

Diese Fraktion enthielt hauptsachlich Leucin, welches mit Hilfe von 
Alkohol von dem Prolin befreit worden war. Die vereinigten Alkoholausziige 
wurden eingedunstet, der Riickstand in Wasser gelést und mit einem Uber- 
schuB von Kupferhydroxyd gekocht. Die blaue abfiltrierte Lésung wurde 
eingedunstet und mit Alkoholausgezogen. Man filtrierte nun vom Unléslichen 
ab, dunstete ein und zersetzte das Kupfersalz mit Schwefelwasserstoff. Die 
vom Kupfersulfid getrennte Lésung wurde zum Sirup eingeengt, mit Alkoho! 
ausgezogen und der alkoholische Sirup mit Ather versetzt. Die nach langem 
Stehen gebildeten Kristalle wurden gesammelt und daraus das Kupfersalz 
hergestellt. Der Kupfergehalt betrug 21,65 Proz. Prolinkupfer enthilt 
21,39 Proz. Cu. Auch die Kristallfraktion 2 enthielt ziemlich viel, die 
Fraktion 3 ungefahr 40 Proz. der Gesamtmenge an Prolin. In den Ester- 
fraktionen 1 und 2 wurde ebenfalls Prolin gefunden, allerdings nur in 
geringer Menge. 

Esterfraktion 4 und 54. 


Sie wurden mit Ather und Wasser ausgeschiittelt. Die in Wasser 
léslichen Teile wurden mit Baryt verseift, das Barium mit Schwefelsaiure 
quantitativ entfernt und bis zur Sirupdicke eingedunstet. Die erhaltenen 
Kristalle besaBen 10,05 Proz. Stickstoff, bestanden demnach hauptsichlich 
aus Asparaginséure, daneben war allem Anschein nach noch etwas Glut- 
aminsiiure vorhanden. 

Nachfolgend mégen nur kurz die Zahlen angegeben werden, die wir 
bei der Darstellung der Amincséuren eines anderen Magerkises erhielten : 





| Cu-Gehalt N-Gehalt 

IEE EEG AEM BEE OATS MRP NAR IL. Proz. __| Proz.__ 

Esterfraktion 1 

Kristallfraktion I... ... 21,26 9,29 
. RUSE RET AR l 21,39 | 9,38 
FTP TPOMUAON Ss coe ig Ses sk acct 19,58 10,20 
| Pate eae ia — 10,58 
ee Oe — 8,37 


Man sollte eigentlich erwarten, daB es gelinge, unter den EiweiB- 
spaltungsprodukten des Magerkises auch Tyrosin vorzufinden. Mehrere 
in dieser Hinsicht unternommene Versuche ergaben aber ein negatives 
Resultat. In einem Falle wurden 6 kg Magerkiise mit etwa 50 Litern Wasser 
ausgekocht, im Extrakt. mit Bleiessig gefaillt und die vom Blei befreite 
Lésung bis zur Kristallisation eingedunstet. Der nach monatelangem Stehen 
erhaltene Kristallsirup wurde von der Fliissigkeit durch Absaugen getrennt 
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und die von Kristallen durchsetzte, schmierige Masse durch Umkristallisieren 
in mehrere Fraktionen zerlegt. Es gelang nicht, die charakteristischen 
Kristalle des Tyrosins zu erhalten. 

Nach der Vorschrift von Ehrlich und Lange') bestimmten wir in einem 
Magerkiise den Gehalt an p-Oxyphenylaithylamin. Ausgehend von 200g 
Kise erhielten wir 0,1400 g rohes Aminchlorhydrat, entsprechend 0,1103 g 
Amin. Der frische Magerkise enthielt somit weniger als 0,055 Proz. p-Oxy- 
phenylathylamin. 


Untersuchung der nichteiweiBartigen Abbauprodukte. 

Die Versuche von Trillat und Sauton?) (vgl. Einleitung) tiber Aldehyde 
im Kase wurden nachgepriift, und zwar mit einem Magerkaése und mit 
Cheddarkase. Wir destillierten ein Gemisch von 200g Kasepulver mit 
200 cem Wasser und 20 ccm einer 10 proz. Schwefelsiure so lange, bis 50 cem 
iibergegangen waren. Das Destillat wurde in einem in einer Kaltemischung 
stehenden Erlenmeyerkolben aufgefangen. Bei beiden Kiasearten erhielten 
wir mit Jodkaliumlésung geringe, aber deutliche Jodoformbildung. Das 
Destillat von Magerkiise ergab mit fuchsinschwefliger Saure allmahlich 
Rotfarbung, doch zeigte ein mit reinem Wasser angestellter Parallelversuch 
genau die gleiche Erscheinung. In bezug auf,das von Trillat und Sauton 
vorgeschlagene kolorimetrische Verfahren ist daher Vorsicht geboten. 
Ammoniakalische Silberlésung gab keine Fallung im Destillat von Magerkiise. 
Dagegen war diese Reaktion, ebenso wie die mit fuchsinschwefliger Saure 
bei Cheddarkise deutlich positiv. Es geben somit Magerkiise und Cheddar- 
kiise mit verdiinnter Schwefelsiure erhitzt jodoformbildende Substanzen, 
aber nur im Cheddarkise sind Aldehyde vorhanden. 

Angeregt durch eine Arbeit von Adametz iiber die Bildung fliichtiger 
Alkaloide in sterilisierter Magermilch*) dampften wir die bei der quantitativen 
Bestimmung des Ammoniaks im Vakuum gesammelten Destillate auf dem 
Wasserbade zur Trockne ein, ‘extrahierten mit Alkohol, filtirierten ab, 
dampften wieder ein und lésten den Riickstand in Wasser. Nicht eine der 
bekannten Reaktionen zum Nachweis von Alkaloiden fiel positiv aus. Bei 
einem weiteren Versuche wurden 2 kg Magerkiise mit Wasser und Magnesia 
bei nicht ganz 100° erhitzt und die iibergehenden Dampfe in Pikrinséure 
gesammelt. Das Filtrat wurde in Fraktionen zerlegt, die aber alle nur 
Ammoniak enthielten. 


Zusammenfassung 
der wichtigsten Ergebnisse des Teiles vorliegender Arbeit, der sich 
mit der Zusammensetzung des Magerkises befaBt. 
Aus den Tabellen II und III ergeben sich folgende Mittelzahlen: 





Mittlerer Gehalt der frischen Kase an 


Wasser Atherextrakt Asche 


Proz. Proz. Proz. 
Magerkise ...... 47,2 5,9 74 
Emmentaler Fettkise . 31,2 34,4 3,9 


1) Diese Zeitschr. 63, 156, 1914. 
2) C. r. 1907, 8. 333. 
3) Milchw. Zentralbl. 1905, 8S. 78. 
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Mittlerer Gehalt der fett-, wasser- und aschenfreien Kasemasse an: 









tt 


a Gesamt- ees Stickstoff der : 
|| Gesamt- tiweifs Basen: Aminosaures | Ammoniak: 
i stickstoff Par ber stickstoff stickstott | ge yg stickstol 
PRE _ Proz. Prot. | Pros. | Prog |: Pree | | Pros. 
& Magerkiise . 13,6 | 121 0,59 | 0,70 1,5 0,22 
: i Fettkase. . 14,0 11,5 0,59 1,70 2.5 0,12 


i Magerkiise 7) 13,5 Bae ae 1,76 27 | 0,65 











































Det mit 7 bezeichnete Magerkise war 15 Monate alt und _ besai 
i eine von den anderen, nur etwa halb so alten Kiasen abweichende 
Zusammensetzung. Bei Berechnung der Mittelzahlen wurden dic 
Ergebnisse der Analyse dieses Kiises nicht mit beriicksichtigt. 

Beim Vergleiche der Zusammensetzung der Magerkiase mit den 
Fettkasen ergibt sich, abgesehen von dem héheren Fettgehalt der 
letzteren, auch ein niedrigerer Aschen- und Wassergehalt im Fettkise. 
Die Magerkise enthalten durchschnittlich mehr Ammoniak als dic 
Fettkase. ; 

Sehr charakteristisch ist ferner der wesentlich héhere Reifungsgrad 
des Fettkases gegentiber dem Magerkise, ein Umstand, auf den bereits | 
1884 HL. Schulze und seitdem verschiedene andere Forscher hingewiesen | 
haben. Die viel weiter gehende Zersetzung der EiweiBprodukte im | 
Fettkase zeigt sich insbesondere in der Menge ihrer Aminosiuren, 
die nach unseren Zahlen etwa ein und einhalb mal so groB ist als bei 
Magerkise. 

Nach Tabelle III ist die Zusammensetzung der Magerkise mit 
der oben erwahnten Ausnahme recht gleichmaBig. Die Zahlen fiir den 
Gesamtstickstoffgehalt schwanken zwischen 13,4 und 13,9, die fiir 
den GesamteiweiBstickstoff zwischen 11,4 und 12,5. Nur die Zahlen 
fiir Basen und fiir Aminosiuren zeigen, in Anbetracht ihrer geringen 
GréBe, groBe prozentuale Unterschiede, und zwar liegen bei einem 
mittleren Gehalte von etwa 0,6 fiir erstere die Werte zwischen 0,2 
und 1,1, fiir die Aminosiiuren zwischen 0,1 und 1,0. Dagegen sind 
die Zahlen fiir die Eiweibzersetzungsprodukte wieder etwas gleich- 
maBiger (1,2 bis 1,9 bei einem mittleren Gehalt von 1,5). Es haben 
eben die Magerkise, welche viel durch Phosphorwolframsaure fiill- 
bare Verbindungen Basen und Peptide aufweisen, dafiir besonders 
weniger Aminosiuren und umgekehrt. Demnach scheint es, daB sich der 
EiweiBabbau im Magerkise bald nach der Seite der Aminosauren, bald 
nach derjenigen der Basen vollziehen kann. 

Die Zahlen fiir den Ammoniakstickstoff sind bei den einzelnen 
Magerkiisen nicht sehr verschieden, dagegen sind sie durchweg héher 
als bei den Fettkisen. Auffallend ist der hohe Ammoniakgehalt des 
alten Magerkases Nr. 7. 
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Stickstoffverbindungen des Magerkises. 221 


Auch die qualitative Zusammensetzung des Magerkiéses weicht 
von derjenigen des Fettkises in mancher Beziehung ab. Zwar scheint 
bei der Reifung von Magerkise der EiweiSabbau in ahnlicher Weise 
zu verlaufen wie bei Fettkase; man findet bei beiden die Spaltungs- 
produkte Valin, Levein, Isoleucin, Alanin, Asparaginsiure, Gly- 
kokoll, Glutaminsaure, Phenylalanin, Prolin [vgl. Bissegger und Winter- 
stein})]. Wahrend jedoch beim Fettkiise stets das Auftreten von Hexon- 
basen zu beobachten ist, konnten in zwei von drei Fallen selbst bei 
Verarbeitung gréBerer Mengen Magerkise keine dieser Basen nach- 
gewiesen werden. Der Fettkiise enthilt kein Arginin, wihrend wir 
in einem Magerkise ganz kleine Mengen davon fanden. Dagegen sind 
im Magerkise gréBere Mengen von Polypeptiden vorhanden, welche 
bei der Saurespaltung Basen liefern, und daneben enthalt er auch 
die anderen aus Fettkise isolierten Eiwei8kérper: Caseoglutin, Tyro- 
albumin und Tyrocasein 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 47, 28, 1905. 
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Uber die Wirkung des Chinins und Atoxyls auf die Nierenlipase. 


Von 
P. Rona und H. E. Haas. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1923.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


I. In den vorhergehenden Arbeiten war es gelungen, auf dem 
Wege der ,,Giftanalyse“ charakteristische Unterscheidungsmerkmale 
zwischen der Lipase des Serums, der Leber und des Pankreas zu finden. 
Der Verlauf der Untersuchungen und die klinische Beobachtung, dal 
bei Nierenkranken im Blute und im Urin normalerweise nicht vor- 
handene Lipasen auftreten, fiihrten zu unserer Fragestellung: Hat 
die Niere eine eigene Lipase und laBt sich diese durch Giftanalyse 
von der Blutlipase und von anderen Lipasen unterscheiden ? 


Die Feststellung der Lipase erfolgte durch die Beobachtung der Spaltung 
einer gesittigten Tributyrinlésung, gemessen an der Veraénderung der 
Oberfliichenspannung. Die Spaltung wurde stalagmometrisch nach der 
Methode von Rona und Michaelis bei Zimmertemperatur verfolgt. 


Versuchsanordnung: Die frisch exstirpierte Niere eines Tieres, spiter 
menschliche Niere, méglichst kurz nach dem Tode entnommen, wurde 
fein zerhackt, dann mehrfach abgespiilt, um das anhaftende Blut abzu- 
waschen; dann wurde eine Niere in etwa 200ccm Ringerlésung eine 
halbe Stunde geschiittelt, durch Leinwand filtriert, das Filtrat zentrifugiert 
und mit Toluol versetzt im Eisschrank aufbewahrt. Der auf diese Weise 
gewonnene Extrakt war von gelbroter Farbe, milchig triibe und stark 
eiweiBhaltig. Es hielt sich etwa zwei Monate ohne wesentlich an 
Wirksamkeit einzubiiBen. 


Zuniichst wurde festgestellt, daB der Extrakt ein stark wirksames 
lipolytisches. Ferment enthielt, von derselben GréBenordnung der 
lipolytischen Wirkung, die die gleiche Menge normalen Blutserums 
entfaltet. 
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Die Versuchsanordnung war, falls nicht anders erwahnt, folgende: 
Es wurden gemischt: 25 ccm gesattigte Tributyrinlésung ,,Tributyrin“‘, 


1cem m/3_ Phosphat- 
puffer ,,Puffer“, 1 ecm 
Organextrakt ,,Lipase*. 
Das Gemisch wurde je 
nach der Wirksamkeit des 
Ferments in Abstinden 
von 10 bis 20 Minuten 
stalagmometrischgepriift, 
Nach Ablauf der Spaltung 
erfolgte elektrometrisch 
die Bestimmung der H’- 
Konzentration. 


Die Wirksamkeit der 
Lipase zeigt sich, wie 
bei der Lipase des Se- 
rums und der anderen 
Organe, abhangig von 
der py. Das Optimum 
der Wirksamkeit liegt 
etwa zwischen py 7 bis 
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Abb. 1. @ Py = 68; Opy =73; < Py = 76. 


pu 8. Bei wachsender H’-Konzentration nimmt das Spaltungsvermégen 
rasch ab, um bei einer H’-Konzentration von etwa 4,5 fast ganz zu 
erléschen. So wurde gefunden: 


Vorversuch 1. 





oe 








wet. | 5,61 6,02 6,48 7,0 7,43 7,70 
, Beas .... ./ 000172  0,00308 0.00360 | 0,00616 | 0,00538  0,00763 
Vorversuch 4. 
Beg 2 SS. 68 | 23 7,5 7,6 
Me gre a es, 0,00713 0,00753 0,00818 0,00813 
Vorversuch 5. 
= . 481 5,04 5,14 5,96 6,42 6,84 7,20 7,71 


Pa = 
k= | | 0,00166 0,00267 | 0,00416 0,00571 0.00671 0,00811 | 0.00965 0.00976 
Der Verlauf der Spaltung laBt sich mit befriedigender Genauigkeit 


durch die Formel der monomolekularen Reaktion ausdriicken; z. B. 
waren im Vorversuch 5 die Werte fiir k (bei pq 4,81) nach 62 Min. 
0,001 69; nach 76 Min. 0,001 66; nach 90 Min. 0,001 62; fiir & (bei py 5,04) 
nach 47 Min. 0,00264; nach 59 Min. 0,00278; nach 72 Min. 0,00270; 
nach 87 Min. 0,00256. 

Die Zeiten gleichen Umsatzes verhalten sich umgekehrt wie die 
Fermentmengen. Verhielten sich z. B. (Vorversuch 9) die Ferment- 
mengen wie 1 : 2, so waren die Werte fiir k, 0,00903; k, 0,004.60; (Ver- 
such 5) Fermentmenge 1:2 k, = 0,00688; k, = 0,00334. 
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Einmaliges Aufkochen oder einstiindiges Erhitzen auf 56° ver- 
nichtet die Wirksamkeit des Ferments. 

Dialyse in Schleicher-Schill-Dialysierhiilsen fiihrt nach einiger 
Zeit zu einer geringen Abschwachung des Ferments, vielleicht beding: 
durch die Ausfallung von EiweiBkérpern. In der Au8enfliissigkei: 
konnte das Ferment nicht nachgewiesen werden. Es ist also nicht 
dialysierbar. 

Das Ergebnis dieser Vorversuche ist also, daB die Lipase des 
Nierenextrakts mit der des Serums, der Leber und des Pankreas in 
einer Anzahl von Eigenschaften vdllig itibereinstimmt. 

II. Um die BeeinfluBbarkeit der Ferment. 
wirkung durch Gifte kennenzulernen, wurde 





80 zunichst die Wirkung, des Chinin. hydro- 
{ 60 chlor. gepriift. 

= Versuchsanordnung: Ferment und Chinin 

Sad wurden eine halbe Stunde stehengelassen, dann 

7, dem gepufferten Tributyrin zugesetzt. Es ist 

¥ nicht zweckmaéBig, gleich das Ferment mit 

io Chinin und mit Puffer zu versetzen, da dann 

0 Minden Si aa das ausfallende schwer lésliche Chininphosphat 

Abb. 2 die Erscheinungen kompliziert. 
O ohne Chinin; + 4,5 mg Chinin; Es ergab sich, daB, ebenso wie bei der 
* 9mg Chinin. 


Leberlipase, das Chinin auch in relativ hoher 
Konzentration véllig unwirksam auf die Nierenlipase ist. So fanden 
sich z. B. bei Versuch ] bei einer Chininkonzentration von 0, 4,5, 
9,0 mg die Werte fir & 0,00369, 0,00349, 0,00353. Vgl. Abb. 2. 


Weiter wurde untersucht, ob diese Chininresistenz eine Eigen- 
schaft des Ferments selbst ist, oder etwa sich abhangig zeigt von dem 
doch nur annihernd bekannten Medium. Hierzu wurde gepriift, wie 
sich Nierenextrakt, Blutserum und ein Gemisch zu gleichen Teilen 
verhielt. 

Es ergab sich, daB, wie bei der Leberlipase, ein Gemisch von Serum- 
lipase mit Nierenlipase sich in seiner Wirkung addiert. Mit Chinin 
versetzt, wird nur die Wirkung der einen Komponente, der Serum- 
lipase, aufgehoben. 

Versuchsanordnung: Versuch 3. py, 6,8. Zunachst wurden drei Versuche 
ohne Chinin angestellt: a) mit 1 cem Nierenextrakt; b) mit 1 cem Serum 
(entsprechend verdiinnt); c) 0,5cem Nierenextrakt + 0,5cem Serum. Die 
Spaltung verlief bei a), b) und c) fast gleich; die Werte fiir k waren 0,006 16; 
0,00575; 0,00635; dann wurde d) ein Kontrollversuch fiir das Serum 
angestellt: 1ccem Serum + 3 mg Chinin in 1 cem Wasser. In der Beob- 
achtungszeit (80 Min.) fand keine Spur einer Spaltung statt; die Tropfenzah| 
blieb unveraindert. Jetzt wurden angesetzt: e) 0,5 cem Nierenextrakt ohne 
Chinin; f) 0,5 cem Nierenextrakt + 3 mg Chinin; g) 0,5 cem Nierenextrakt 
+ 0,5cem Serum + 3mgChinin. Die Spaltung verlief in e), f) und g) gleich- 
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Nierenlipase. : 225 


maBig, das Chinin wirkte nur bei g) auf die 0,5 cem Serumlipase; die Werte 
fiir k waren, wie verlangt werden muBte, halb so groB wie bei den Versuchen 
a), b) und ¢) 0,00334; 0,00337; 0,00325. Der besseren Ubersicht hajber sei 
der Versuch auch tabellarisch —— 


























| a | b |} ¢ | d | e f g | 
Na eae 1,0 | 0,5 0,5 0,5 0,5 
[ya 1,0 05 10 05 
Ch binin (ip Std.) . 1,0 1,0 1,0 lcom=3 mg 
Tributyrin + Puffer. || 26,0 26,0 26,0 26,0 | 26,0 26,0 26,0 Chinin 
k=; + log—*— || 0,00616| 0.00575) 0,00635] 9 | 0,00334) 0,00337| 0,00325 


Versuch 4 wie Versuch 3. py, 6,71. 




















= | 0.00688 | 0,00528 | 0,00594 | 0 | 0,00334 | 0,00320 | 0,00320 


AnschlieBend erschien es von besonderem Interesse, fiir klinische 
Zwecke festzustellen, ob sich etwa die Wirksamkeit des Chinins bzw. 
das Verhalten der Blut- und Serumlipase andert, wenn dem System 
etwas Urin als Medium zugefiigt wird. 

Versuch 5. py 7,54. Versuchsanordnung, ahnlich Versuch 3, ist aus der 
Tabelle ersichtlich. 






































EGE Ln ee a ee 

| ne AOI Rae 
Vee es uch 20920 (20 {20 |2020 | 20 
Nierenextrakt. |4£3  —/ 1,0 . 1,0 05 0,5; %2 Std. 
Serum . wee) — 1,0 1,0, 0,5 | 0,5) crhiest 
Chinin Of, Std. ). _ 1,0 1,0) 1,0 
oT + Puffer . | | 26,0 26,0 26,0 26,0 ye 26,0 

1 tog-*. . . «| 0 | 0,00735| 0,00729) 0,00711) 0 | 0,00363) 0 


Wie die Tabelle zeigt, wirkt der Urin an sich nicht spaltend. Das 
Spaltungsvermégen von Nierenlipase und Serumlipase blieb erhalten, 
obgleich das Ferment lingere Zeit, im ganzen 1 Stunde, mit dem Urin 
vermischt war. Die Giftempfindlichkeit der Serumlipase bestand 
auch in diesem Medium, die Nierenlipase war auch hier nicht von dem 
Chinin angegriffen; das Gemisch von Serum- und Nierenlipase zeigte 
hier ebenfalls die elektive Vergiftbarkeit der Serumlipase durch das 
Chinin. g) war eine Kontrolle, die zeigte, daB das unwirksam gemachte 
Ferment mit dem Urin vermischt, ebenfalls keine Spaltung mehr 
ausfiihren konnte. 

III. Im zweiten Teile der Giftuntersuchung wurde die Einwirkung 


des Atoxyls auf die Nierenlipase gepriift. 
Es ergab sich, daB schon sehr kleine Dosen, 0,00005 mg Atoxyl 
(in 28cem Gesamtvolumen) einen deutlich hemmenden Einflu8 auf 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 15 
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226 P. Rona u. H. E. Haas: 


das Ferment ausiibt. Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie 
bei den Chininversuchen: 1 ccm Nierenextrakt, 1 cem Atoxyllésung, 
25cem Tributyrin, 1 ccm Puffer. 


Zunachst wurde dann der EinfluB der Zeit auf die Vergiftung 
der Lipase festgestellt. Es zeigte sich bei unserer Versuchsanordnung 
ein Ansteigen der Giftwirkung in etwa 40 bis 50 Minuten zu einem 
konstant bleibenden Maximum. Mit Riicksicht auf spiter folgende 
Dialyseversuche wurde auch noch besonders beachtet, ob nach langerer 
Zeit eine ,,Erholung* der Lipase zu beobachten ist, die einen reversiblen 
ProzeB vortaéuschen kénnte. Es ergab sich hierbei, daB auch nach Tagen 
die einmal gefundene Atoxylwirkung konstant blieb. 

Versuch 13. p, 6,9. Versuchsanordnung: 1lcem Lipase + 1 ccm 
Atoxyllésung wurden durch leichtes Schwenken gemischt, dann bei Zimmer. 
temperatur stehengelassen, die Giftwirkung nach verschiedenen Zeiten 


beobachtet. 
Versuch 13. py 6,9. 











a | b Cc d 
nent - EE ee 
Lipase . 1 bie <1 48 | bt tical ay dal tether. 
Atoxyl ‘: LO 10 1,0 | 1,0 as Puticr nach — 
Re | 10’ 25’ 45 
Bie 000935 | 0,00285 | 0,00234 | 0,00230 


Versuch 14 wie Versuch 13. py, 6,9. 
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Versuch 27. py 6,95. 











WAAG 2 52% ]h | 28h 
ke... | 0,00128 | 0,00124 


Wahrend nun sehr kleine Dosen nach geniigend langer Einwirkungs- 
zeit schon eine sehr deutliche Hemmung hervorrufen, ergab sich, daf 
eine vollstindige oder fast vollstindige Vergiftung erst durch relativ 
sehr groBe Dosen erfolgt, die etwa dem 10000fachen der kleinsten 
deutlich hemmenden Menge entspricht. Es fanden sich also Verhiit- 
nisse, die zunachst denen der Atoxylwirkung bei der Serum- und Leber- 
lipase ganz zu entsprechen schienen. Die Abhangigkeit der Hemmung 
des Ferments von der Giftkonzentration zeigte uns aber, daB der Ver- 
giftungsprozeB prinzipiell doch ein anderer ist. Die Hemmung der 
Serum- und Leberlipase durch Atoxyl, und auch die der Serum- und 
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der Pankreaslipase durch Chinin verliuft so, daB bei Zunahme der 
Giftkonzentration nach einer geometrischen Reihe die Geschwindigkeits. 
konstanten der Fermentwirkung eine Abnahme nach einer arithmetischen 
Reihe erfahren. Das gleiche gilt hier fiir die Hemmungskurve: bei 
Zunahme der Giftkonzentration nach einer geometrischen Reihe erfolzt 
eine Zunahme der Hemmung nach einer arithmetischen Reihe. Als 
Beispiel seien aus friiheren Arbeiten einige Kurven der Giftwirkung 
nebst den zugehérigen Hemmungskurven angefihrt. Es bedeutet 
immer k die Konstante des Spaltungsverlaufs ( = - log 7): 
c die Konzentration des Giftes, h die Hemmung der Fermentwirkung 
(» aa “4 100) in Prozenten}). 
0 

Betrachten wir nun den EinfluB des Atoxyls auf die Nierenlipase, 
so ergibt sich eine andere GesetzmaBigkeit. Nimmt man als Abszisse 
den Logarithmus der relativen Giftkonzentration c, als Koordinate dic 
Geschwindigkeitskonstante der Tributyrinspaltung k bzw. die Hem- 
mung h, so finden wir Kurven von der Form, wie sie als Dissoziations- 
kurven schwacher Sauren (oder Basen) bekannt sind. Wir finden hier 
ihnliche Verhiltnisse, wie sie von Huler und Grauberg fiir die Ver- 
giftung von Saccharase durch Anilin beschrieben worden sind’). 








Versuch 7. Menschennierenextrakt. p, 6,85. Abb. 7a und b. 









Relative 1 A 


Nr. || Atoxyl in mg Gitihansentration k= va log on 


























1/0 

2 1,10—4 1 0,006 59 4 
3 | 110-3 10 0,005 56 19 
4] 110-2 100 0,002 21 67 
5 || 1,10-1 1000 0,000 78 88 
6] 1 10 000 0,000 68 90 


Versuch 18. Menschennierenextrakt. p, 7,63. Abb. 13a und b. 


1] 0 0 0,018 84 at 
2 | 0,000032 1 0,016 84 ll 
3 | 0.00016 5 0,016 30 | 14 
4 | 00008 25 0,012 31 | 35 
5 | 0,004 125 0,007 61 65 
6 || 002 625 0,004 31 78 
7 || 0,10 3 125 0,008 24 82 











1) Abb. 3a, b. Rona und Reinike, Serumlipase Chinin, diese Zeitschr. 118, 213, 1921. Versuch 3. 
Abb, 4a, b. Rona und Bach, Serumlipase Atoxyl, ebendaselbst 111, 166, 1920. Versuch 4. 
Abb. 5a,b. Rona und Pavlovié, Leberlipase Atoxyl, ebendaselbst 130, 225, 1922. Versuch 14. 
Abb. 6a, b. Rona und Parlovié, Pankreaslipase Chinin, ebendaselbst 134, 108, 1922. Versuch 10. 


*) H. Euler und O. Grauberg, Fermentforsch. 4, 29, 1920. ° 
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Abb. 11. (Versuch 17.) 
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Abb. 12. 
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Abb. 12a_. (Versuch 10a.) 





























0 2 J 4 § 
Logc 
Abb. 12be. (Versuch 10b.) 
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Abb. 13a. Abb. 13b. (Versuch 18.) 
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Abb. l4a. Abb. 14b, (Versuch 20.) 
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Nierenlipase. 








Nr. I Atoxyl in mg |  Giftkonzentration 


0 — 


1 
2  0,000032 | 1 
3 000016 | 5 
4 00008 | 25 
5 0,004 | 125 
6 | 0,02 625 
7 | 0,10 3 125 


Versuch 8. Menschennierenextrakt. 


1 0 — 
21 110-4 ] 
3 | 1,10-3 10 
4) 1,10-2 100 
5 ! 1,10-1 1 000 
6} 1 10 000 





Versuch 9. Menschennierenextrakt. 


1} © -- 
2, 0,001 1 
3 0,005 5 
4.| 0,025 25 
5 | 0,125 125 
6 | 0,625 625 


Relative 


Versuch 22. Menschennierenextrakt. py, 6,57. 


0,011 27 
0,011 19 
0,010 50 
0,008 21 


0,015 5 
0,015 5 


0,016 1 
0,013 2 
0,006 33 
0,002 57 
0,002 28 
0,000 85 


Abb. l4a und b. 





Py 6,85. 


| 
| 


Abb. 8. 





Py 6,90. Abb. 9. 


Versuch 16. Menschennisrenextrakt. Py 6,65. Abb. 10. 


1 — 0,015 51 
2 1,10—4 | 1 0,014 48 
3 110-3 | 10 0,009 57 
4 110-2 | 100 0,003 13 
5 110-1 | 1 000 0,002 21 
6 1 10 000 0,001 32 
Versuch 17. Menschennierenextrakt. 
1} 0 | an 0,016 74 
21 0001 | 1 0,014 28 
3 || 0003 | 3 0,009 84 
4 0009 | 9 0,004 30 
5 || 0027 | 27 0,002 31 
6} 008) | 81 0,001 42 


| 
| 
| 


| 
| 
| 
| 
| 


Py 6,65. Abb. 11. 


Versuch 10. Abb. 12. ist ein Doppelversuch, er zeigt unter gleichen 
Versuchsbedingungen (12a) die Wirkung verschiedener Atoxylmengen 


auf den Nierenextrakt und {12b) auf Leberextrakt. 


Wegen der relativ 


geringen Giftbreite erhalten wir nun einen Teil der typischen Kurve bei 
12a; bei 12b liegen die k-Werte auf einer Geraden, wie dies von Rona und 


Pavlovic gefunaen wurde. 
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Versuch 10a. Menschennierenextrakt. p, 6,90. 














Nr. | i iepews in mg ein k= — ‘Miss Z- re ‘= i - 100 
1 0 k ri 00122 oi 
2 | 0,003 12 | 1 0,007 15 41 
3 0,006 25 | ee 0,004 37 64 
4 00125 | 4 0,002 46 80 
5 | 0025 | 8 0,001 70 89 
Versuch 10b. Menschenleberextrakt. p,, 6,90. 
1 | 0 | -~ 0,015 0 — 
2 0,003 12 | 1 0,011 0 27 
3 | 0,006 25 2 0,009 25 38 
4 | 0,0125 | 4 0,008 39 44 
5 | 0,025 8 0,007 30 51 





IV. Um weiteres iiber den Vergiftungsvorgang zu erfahren, war 
es unsere Aufgabe zu priifen, ob die Vergiftung reversibel oder 
irreversibel sei. Es wurden hierzu Dialysierversuche angestellt. 


In Schleicher-Schiill-Dialysierhiilsen wurden einige Kubikzentimeter 
Extrakt mit Toluol tiberschichtet und 48 Stunden gegen flieBendes Wasser 
dialysiert, nachdem sie mit einer mittelstarken Atoxylmenge versetzt waren. 
Nach 1, 24 und 48 Stunden wurden Proben des Gemischs auf ihr Spaltungs- 
vermégen nach der oben angegebenen Versuchsanordnung untersucht. 
Gleichzeitig wurden zur Kontrolle Extrakte ohne Atoxylzusatz ebenso 
behandelt. 

















Versuch 24. 
| Nacbih | Nach2#b | Nach 48 
1X Nierenextrakt .... . k—| 000879 | 0,008.65 | 0,008.40 


Extrakt + Atoxyl .. .k— || 0,00159 0,003 47 | 0,003 45 








Versuch 26. 














Nach Ih Nach 24h 















Rather gees 0,008 25 


0,007 44 
0,001 56 


0,001 63 

















Nr. | ’ | Nach 1b Nach 48h 








2 || Nierenextrakt + Atoxyl....... 0,001 27 0,002 33 
3 || Nierenextrakt + ‘Asoxys ohne Dialyse ie = || 0,001 28 0,001 22 
Wie die Versuche zeigen, wird durch die Dialyse die Wirksamkeit 
der Lipase fast nicht beeinfluBt. Die Hemmung durch das Atoxy] 
wird deutlich abgeschwicht. Die Vergiftung der Nierenlipase durch 
das Atoxyl ist also ein reversibler ProzeB. Eine véllige Aufhebung 


1 i Mistmeeede: =. Se = 0,006.35 | 0,00517 
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Nierenlipase. 


der Atoxylvergiftung lieB sich nicht erzielen. Es ist wohl anzunehmen, 
daB sich die Atoxyl-Fermentverbindung sekundir noch weiter ver- 
indert, wie ja das ganze Gemisch durch den Dialysiervorgang chemisch 
und physikalisch-chemisch eine Verinderung erleidet. Versuch 27 
zeigt noch in der Kontrolle 3, daB die Atoxylwirkung nach 48 Stunden 
ohne Dialyse sich nicht verindert. 


V. In Hinblick auf eine eventuelle klinische Verwertbarkeit 
wurde darauf versucht, einen Unterschied der Leber- und Nierenlipase 
im Blutserum zu finden. Ein Versuch, in chininvergiftetem Serum 
aus den Vergiftungskurven die entsprechende Lipase zu identifizieren, 
fiihrte unerwartet zu einem anderen Wege. Es zeigte sich, daB die 
(atoxylempfindliche) Leberlipase im Gemisch mit Blutserum gegen 
die Atoxylvergiftung fast vdéllig unempfindlich wird, wahrend die 
Nierenlipase ihre normale Empfindlichkeit fast vollstandig beibehilt. 
Die entgiftende Wirkung des Serums auf die Atoxylvergiftung der 
Leberlipase geht sogar so weit, daB auch schon die vergiftete Leber- 
lipase durch Serumzusatz wieder ihre fermentative Wirkung weit- 
gehend zuriickerhilt. 

Die Versuchsanordnung, im wesentlichen die gleiche wie bei den 
obigen Versuchen, ergibt sich aus der Tabelle. 

Versuch 33 und 34 zeigt die Wirkung verschiedener scien 
auf die Atoxylvergiftung der Leberlipase. Wie aus der Tabelle hervor- 
geht, geniigen schon sehr ideine Mengen, die Atoxylvergiftung deutlich 
zu hemmen. 

Versuch 33. Menschenleberextrakt. py, 6,90. 











ee Be PRS SSC Le eee 




















’ 1,0 10 ben 
Serum . 1,0 0,5 0,25 ~- 1,0 234 
Atoxyl! in mg. 0,5 0,5 0,5 0,5 a —jo*s 
Tributyrin + Puffer | 36,0 36,0 | 36,0 36,0 36,0 36,0 
k= tog on 0,02899 0,02670| 0,02072| 0,00875| 0,02911| 0,00810 
8 69 

















Versuch 34. Menschenleberextrakt. p,, 6,90. 























. ee er ae Oe. | Oe a ee 
Leberextrakt .| 1,0 10 1,0 1,0 | 1,0 1,0 
Serum... .|| 10 0.5 02 | 01% | — is 
Atoxyl in mg .|| 1,0 1,0 1,0 | 1,0 1,0 
bein + Puffer || 36,0 | 36,0 36,0 36,0 36,0 36,0 

| 0.01532 0.01452 | 0.01382 | 0,00693 | 0,00313 | 0,01926 
ik = : {| 20 3—t«| 83 + 




















































































234 P. Rona u. H. E. Haas: 


Der folgende Versuch zeigt, daB der Zusatz von Serum zu schon 


vergifteter Leberlipase die Vergiftung wieder teilweise aufhebt. Der 


Versuch wurde so angesetzt, daB 1 bis 4 wie immer nach 1 Stunde 
Atoxylvergiftung untersucht wurden; 5 wurde 30 Minuten mit Atoxy| 
stehengelassen, dann mit Serum versetzt und nach weiteren 30 Minuten 
untersucht. 


, Versuch 40. Menschenleberextrakt. p, 6,90. 























PRR: We SE eo ae Da 
Leberextrakt ... . | Lo: 1,0 1,0 1,0) 265 
Ce ae I 1,0 1,0 “Ps 
Atoxyl inmg. .. . | 1,0 10 | 10 10) +4: 
Tributyrin + Puffer . | 36,0 36,0 36,0 | 36,0 36,0 
Wie ee | 0,03432 | 0,00672| 0 0,02315 | 0.01191 
Re Se a as | ~ 80 100 32 65 


Wir sehen hier, da die Leberlipase bei 2 zu 80 Proz. Wirk- 
samkeit gehemmt ist; bei 4 im Gemisch mit Serum hemmt das 
Atoxyl nur 32 Proz.; bei 5, wo zu dem wie 2 vergifteten Ferment nach- 
triglich Serum zugesetzt wird, betragt die Hemmung nicht mehr 
80 Proz., sondern nur noch 65 Proz. 

Unter den hier gezeigten Bedingungen ist also, entgegen fritheren 
Annahmen, die Atoxylvergiftung der Leberlipase ein reversibler Vorgang. 

In den nachsten Versuchen wird vergleichend gezeigt: bei 1 bis 6, 
daB, wie bekannt, 1 mg Atoxyl auf Leber-, Nieren- oder Serumlipase 
stark hemmend wirkt, 7 zeigt nochmals, daB das Gemisch Leberextrakt- 
Serum die Leberlipase fast unvergiftet laBt; 8 zeigt das Verhalten 
eines Gemisches von Nierenlipase-Serum. Wie die Tabellen zeigen, 
wird dieses Gemisch im Gegensatz zu 7 fast ebenso stark vergiftet 
wie der reine Extrakt. Um die Versuche eindeutig zu machen, wurde 
immer nur Serum benutzt, das selbst nur noch sehr wenig lipolytisch 
wirksam war. Die Versuchsanordnung der drei Versuche ist die gleiche. 


























| 1 2 3 AAs 6 7 ot 8 
Leberextrakt . . . || 1,0 1,0 1,0 
Nierenextrakt . . . 1,0 1,0 1,0 
SMM eee 1,0 Fas 1,0 1,0 
Atoxyl inmg .. . _ oo _ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Ringerlésung . . . || 20 2,0 2,0 1,0 1,0 1,0 ~ > 
Tributyrin + Puffer . || 36,0 36,0 39 36,0 6,0 36,0 36,0 36,0 
Versuch 30; 
PH = 687 k = . . || 0,02064/ 0,00586 | 0,00649/ 0,00245| 0,0 0,00215 (?)| 0,01731} 0,00172 
aes 88 Proz. | 100Proz.|51 Proz. (?)} 16 Proz. | 64 Proz. 
Versuch 31; 
oy = 692k = . . || 0,01709) 0,00953 0,00556 0,00410 | 0,00091 | 0,00072 0,01626 | 0,00194 
h=., 76 Proz. | 90 Proz. |87 Proz. 5 Proz. | 39 Proz. 
Versuch 32; 
Py = 692k = . . || 0,02655| 0,00760 | 0,00531| 0,00356| 0,00037 | 0,00024 0,01937 | 0,00175 
Bessy 86 Proz. | 95 Proz. |95 Proz. 27 Proz. | 77 Proz 
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Nierenlipase. , 235 


Angedeutet ist die giftablenkende Wirkung des Serums auch bei 
der Nierenlipase ; sie ist jedoch sehr viel geringer als bei der Leberlipase. 

Die Ablenkung der Giftempfindlichkeit der Leberlipase durch das 
Serum hat insofern besondere Bedeutung, daf die Pankreaslipase, die 
nach den bisherigen Befunden allein fiir Atoxyl unempfindlich gehalten 
wurde, nun imSerum diese Eigenschaft mit der Leberlipase gemeinsam hat. 

Die Unterscheidungsmerkmale geniigen zur Erkennung der Fer- 
mente unter den angegebenen Versuchsbedingungen. Wieweit sich 
klinisch die Resultate bestitigen und verwerten lassen, laBt sich noch 
nicht angeben. Untersuchungen hieriiber sind schon im Gange. 





Zusammenfassung. 

1. Die Niere enthalt ein lipolytisches Ferment, dessen allgemeine 
Eigenschaften mit denen der Blutserumlipase identisch sind. 

2. Die Wirksamkeit wurde an der Tributyrinspaltung gepriift; 
das Wirkungsoptimum liegt bereits zwischen einer py von 7 bis 8. 

3. Der Spaltungsverlauf la8t sich durch die Formel der mono- 
molekularen Reaktion darstellen. 

4. 'Gegen Chinin ist die Nierenextraktlipase vollig unempfindlich, 
auch in dem Gemisch Nierenlipase-Serum und in dem Gemisch Nieren- 
lipase-Serum-Urin. 

5. Gegen Atoxylistdie Nierenlipase sehrempfindlich ; schon 0,00005 mg 
in 28 ccm Gesamtvolumen haben eine sicher nachweisbare hemmende 
Wirkung. Die Vergiftung erreicht in etwa 1 Stunde ihre volle Wirkung. 

6. Im Gegensatz zu den bisher untersuchten Lipasen findet sich 
bei der Vergiftung folgende GesetzmaBigkeit : 

Trigt man den Logarithmus der Atoxylkonzentration auf die 
Abszisse, den Logarithmus der Spaltungskonstanten oder der Hemmung 
auf die Ordinate eines Koordinatenkreuzes, so ergibt sich eine Kurve 
von der Form der Dissoziationskurve. 

7. Die Vergiftung der Nierenlipase ist ein reversibler Vorgang. 

8. Mischt man 1 ccm Leberextrakt mit lecm Serum, wird die 
Leberlipase resistent gegen die Atoxylvergiftung; mischt man 1 ccm 
Nierenextrakt mit 1 ccm Serum, so bleibt die Atoxylempfindlichkeit 
der Nierenlipase fast vollstindig bestehen. 

9. Durch Zusatz von Serum wird auch atoxylvergiftete Leberlipase 
wieder teilweise wirksam. Die Vergiftung der Leberlipase durch Atoxy] 
ist demnach nicht, wie auf Grund einer anderen Versuchsanordnung 
angenommen wurde, ein irreversibler, sondern ein reversibler ProzeB. 

10. Das Verhalten der Nierenlipase gegen Chinin und Atoxyl ist 
fiir die Nierenlipase demnach charakteristisch und ermdglicht eine 
sichere Unterscheidung von den iibrigen, bisher genauer untersuchten 


Lipasen. 
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Uber ein jodometrisches Bestimmungsverfahren Alkal 

) der Harnsiure im Harne. Carb 

Von Tyro 

Otto Fiirth, Josepha Urbach und Paul Wermer. ee 
eic 

} (Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitats- eiwei 

instituts. ) zal‘ 

) (Eingegangen am 16. Juli 1923.) Verh 

1. Einleitung. ial 

Magendi hatte im Jahre 1853 beobachtet, daB die Blaufarbung zu b 


der Jodstarke verschwindet, wenn man Harn zu einer Lésung derselben 
|. zusetzt. Bereits Corvisart (1863) hatte diese Erscheinung auf den 
‘ Harnsauregehalt des Harns bezogen und den Vorschlag gemacht, 
dieselbe zur Grundlage einer maBanalytischen Bestimmung der Harn- 
B siure zu machen. Seitdem ist das Jodbindungsvermégen des Harns 
erst von einer ganzen Reihe alterer franzésischer Autoren!) und spiiter 
d noch vielfach untersucht worden. Auf eine detaillierte Wiedergabe 
der einschlagigen Literatur?) kann hier um so leichter verzichtet werden, 


TSE Sine Sata 

















als dieselbe nicht allzuviel Positives zutage geférdert und als diese Ur-] 

Jodbindung die mannigfachsten Deutungen erfahren hat. Was pee 

uns hier von den Ergebnissen interessiert, ist in Kiirze etwa folgendes: HC 

Am Jodbindungsvermégen des Harns ist zweifellos als ein wesentlicher 

Faktor die Harnsdéure beteiligt. Daneben enthailt der Harn aber Ind 

noch zahlreiche andere, an seinem Jodbindungsvermégen beteiligte Tite 

Substanzen, derart, daB die Versuche, die Harnsaéure etwa durch ein- ws 

—_—_—— gro 
1) Ausfiihrlich referiert in Schmidts Jahrb. 120, 13 bis 16, 1863. Art 
2) M. Huppert, Arch. f. Heilk. 5, 325, 1864. — A. Jolles, Wien. med. wie 

Wochenschr. 1890, Nr. 16. — Raphael, Arb. a. d. pharm. Inst. Dorpat 10, der 

149, 1894. — K. EZ. Marung, Inaug. Diss. Dorpat 1900; Jahresber. f. Tier- 

chem. 80, 360, 1900. — K. Walko, Zeitschr. f. Heilk. 21, 1900. — J. Ruhe- 

mann, Berl. klin. Wochenschr. 89, 27, 55, 1902. — P. P. Pizzorno, D. Vitali, 

T. Gigli, Boll. chim. farm. 50, 51; Chem. Centralbl. 1911, IV, S. 1066, 1067; 

1912, III, 8.65. — C.S. Reichardt, The Analyst. 86, 540, 1911; Chem. Nee 

Centralbl. 1912, I, 8. 95. — H.Caron, Ann. chim. anal. 17, 123, 1912; Chem. 

Centralbl. 1912, ITI, 8. 65. — O. Weltmann, Wien. Arch. f. innere Med. 2, 106, F.. 

1920. — E. Vaillant, Ann. chim. anal. appl. (2) 4, 178, 1922; Chem. Centralbl. ; 

1922, IV, S. 1160. — P. M. Polleri, Pathologica 14, 270, 1922; Ber. f. d. ges. ki 

Phys. 14, 173, 1922. — Leulier, Arch. de Med. 75, 498, 1920; Ber. f. d. ges. Phys. 

18, 335, 1922. — W. Nyiri, Die Thiosulfatprobe, 8. 32 ff. F. Deuticke, 1923. 18! 
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0. Firth, J. Urbach u. P. Wermer: Jodometrische Bestimmung usw. 237 


fache Ermittlung des Jodbindungsvermégens auszuwerten, von. vorn- 
herein aussichtslos erscheinen muBten. Uber die Natur der anderen 
jodbindenden Substanzen gehen die Meinungen verschiedener Autoren, 
je nach der Art der angewandten Untersuchungsmethoden, vielfach 
auseinander. Es scheinen unter Umstinden hier in Betracht zu kommen: 
Alkalien (Ammoniak und Ammoniumcarbonat, Alkaliphosphate und 
Carbonate), Schwefelwasserstoff und Mercaptane, Purinbasen, Kreatinin, 
Tyrosin und vielleicht auch andere Aminosiuren, Urochrom bzw. 
Urochromogen, Urobilin, Bilirubin, Gallensiuren, Dioxyphenole, viel- 
leicht auch Phenole, Acetessigsiure und B-Oxybuttersiure, etwa auch 
eiweiBartige Substanzen und Zucker’). Auf eine Diskussion der ,,Jod- 
zahl des Harns kann angesichts der Undurchsichtigkeit der vorliegenden 
Verhaltnisse hier fiiglich verzichtet werden. 

Weit aussichtsvoller erscheint dagegen der Versuch, die Harnsiure 
nach vorausgegangener Abtrennung derselben aus dem Harn quantitativ 
zu bestimmen. 


M. Huppert*) fand bei Einwirkung einer alkoholischen Jodlésung auf 
Harnséure in Alkaliphosphatlésung, da8 1Aquivalent Ur 2 Aquivalente 
Jod zu binden vermag. J. Ruhemann*) dagegen fand, als er zu einer ab- 
gemessenen Jodjodkaliumlésung Harnsaurelésung zuflieBen lie’ und den 
vollstandigen Jodverbrauch mit Schwefelkohlenstoff als Indikator fest- 
stellte, daB 0,0128 g Harnséure 0,010 g Jod bindet, was nur der Relation 
von ungefahr 1 Mol. Ur: 1 Atom Jod entspricht. 

In systematischer Weise hat Kreidl*) in Adolf Liebens Laboratorium 
das Jodbindungsvermégen der Harnsdure studiert. Der zu bestimmenden 
Ur-Lésung wurde ein maBiger Uberschu8 von n/l KOH augefiigt und 
nunmehr Jodlésung aus einer Biirette bis zum Eintreten schwacher Gelb- 
farbung zuflieBen gelassen. Sogleich ode. nach %4stiindigem Stehen wurde 
HCl hinzugefiigt, und zwar mehr als dem vorhandenen KOH entsprach. 

Das so in Freiheit gesetzte Jod wurde mit Thiosulfat (Starke als 
Indikator) zuriicktitriert. Es ergab sich, daB 1 Mol. Ur bei sofortiger 
Titration im Mittel 3,5 Atome Jod verbrauchte. Wurde aber erst nach 
34, Stunden titriert, so erschien der Jodverbrauch auffallenderweise nicht 
gréBer, sondern kleiner, nimlich nur 2,3 Atome Jod. ,,Man kann auf diese 
Art‘, sagt der Autor, ,,die kleinsten Mengen Harnsaéure bestimmen und ist, 
wie durch zahlreiche Versuche bestatigt wurde, ganz unabhangig vom Grade 
der Verdiinnung. *‘ 


Es wurden so wiedergefunden: 
statt 0,0175 0,0595 0,0651 0,0922 0,098 g Harnséure 
0,0175 0,0594 0,0645 0,0919 0,098¢ me 


1) Jod in jodalkalischer Lésung oxydiert Glucose zu Gluconsiure. 
FP. A, Cajori, Journ. of biol. Chem. 54, 617, 1923. 

*) M. Huppert, Arch. f. Heilk. 5, 325, 1864. — J. Ruhemann, Berl. 
klin. Wochenschr. 89, 27, 55, 1902. 

8) J. Kreidl, Sitzungsber. d. Akad. d. Wissensch. Wien, 102, IIb, S. 93, 
1893. 
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O. Fiirth, J. Urbach u. P. Wermer: 


Die sonderbare Tatsache, daB8 bei langerer Einwirkung der Jodlésung 
auf die Harnséure weniger Jod verbraucht wird, ist von A. Jolles') bestatigt 
und in dem Sinne erklart worden, daB, wenn man die Fliissigkeit lange 
Zeit stehenlaBt, sich infolge der Wechselwirkung des harnsauren Alkalis 
und des Jodkaliums neues Jod abscheidet. Da dieses Jod aber auch zuriick- 
titriert werden muB, ergibt sich ein scheinbarer Minderverbrauch von Jod. 
Aus den Zahlen von Jolles ergibt sich bei Einwirkung von Jodjodkalium 
bzw. Hiblscher Jodlésung auf Harnséiure eine Jodaufnahme von 1,8 bis 
2,4 Atomen Jod pro Molekiil Ur, 

Nach Untersuchungen, die 2. Bryk*) im Laboratorium A. Liebens 
ausgefiihrt hat, hangt die Art der Einwirkung des Jods auf alkalische Harn. 
siurelésungen stark von der Menge der in Reaktion tretenden Komponenten, 
auBerdem aber noch von der Temperatur ab. Die Reaktion soll nach dem 
Grundschema: 

2KOH + J, = 2KJ+H,O0+0 
C,;H,N,O;, + H,O + O = C,H,N,0, + CO, 
dann erfolgen, wenn man etwa auf 1 Mol. Ur je 2 Atome J und 4 Mol. KOH 
anwendet. Doch auch unter diesen Umstinden wurden Allantoin und CO, 
nur in einer Ausbeute von 40 bis 50 Proz. erhalten. 

Nach A. Ronchése*) wird die Harnséure durch Jod in alkalischen Medien 
(Borax, Kalium oder Ammoniumbicarbonat) bei gewéhnlicher Temperatur 
in regelmaéBiger Weise oxydiert, wobei ein Jodverbrauch von 2 Atomen Jod 
pro Molekiil Ur in Rechnung gestellt wurde. 

Auch D. Vitali‘) nahm die Einwirkung von 2 Atomen Jod auf 1 Mol. 
Ur an. Dieselbe soll jedoch, wenn man z. B. Jod zu einer Lésung von Kalium- 
urat hinzufiigt sich nach der Gleichung: 


NH, —_NH-CO 
/ i] 
©,H,N,O, + 23 + 2H,0 = CO +06 CO +2HI 
\nH,  \wH-—do 


unter Bildung von Harnstoff und Alloxan erfolgen [welches unter Umstanden 
weiteren Umgestaltungen zu Alloxanthin bzw. Murexid unterliegen kann °)). 


Der Gesamtheit der vorliegenden, alles andere eher als durch- 
sichtigen Literaturangaben kénnen wir so viel entnehmen, daB dic 
Einwirkung von Jod auf Harnséure ein komplizierter und je nach den 


_ Versuchsbedingungen sehr variabler Vorgang ist, der sich aber unter 


1) A. Jolles, Zeitschr. f. phys. Chem. 29, 193, 1900. 

*) E. Bryk, Monatsh. f. Chem. 15, 519, Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. 
Wien 538, IIb, 8S. 459, 1894. 

8) A. Ronchése, C. r. Soc. Biol. 1906, S. 504; Jahresber. d. Tierchem. 36, 
308, 1906. 

*) D. Vitali, Boll. chim. farm. 37, 65; Chem. Centralbl. 1898, I, S. 665. 

5) Beziiglich der Oxydation von Harnsiure durch Jodséiure und der 
titrimetrischen Bestimmung des dabei auftretenden Jods vgl. H. Bouillet, 
Bull. Soc. Chem. Paris (3) 25, 251; Chem. Centralbl. 1901, I, 8.798. Mit 
Hilfe des Umstandes, da8 Acetessigester Jod bindet und dasselbe der blauen 
Jodstarke entzieht, versuchte kiirzlich EZ. Riegler eine ,,chronometrische 
Harnsiurebestimmung’ zu begriinden. C. r. Soc. Biol. 87, 291, 1922; 
Ber. d. ges. Physiol. 15, 422, 1922. Vgl. auch A. Archetti, Boll. chim. farm. 
48, 394; Chem. Centralbl. 1904, II, 8. 318. 










































ie 


stren 
konst 
die F 
Harn 
unte! 
und | 
prak 
eine! 









dlésung 
estatict 
t lange 
Alkalis 
purtic k- 
m Jod, 
kalium 
1,8 bis 


Liebe ns 

Harn. 
lenten, 
th dem 





KOH 
dco, 





ledien 
eratur 
n Jod 





lL Mol. 


lium- 










inden 
un 5)). 
irch- 
die 
den 


inter 










































Jodometrische Bestimmung der Harnséure. 239 
strenger Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen anscheinend in 
konstanter und wohldefinierter Form vollziehen kann. Der Versuch, 
die Harnsiure des Harns nach Abtrennung derselben von den anderen 
Harnbestandteilen einem jodometrischen Bestimmungsverfahren zu 
unterwerfen, erschien also von vornherein keineswegs aussichtslos, 
und es ergab sich nun die Frage, ob es gelingt, die Versuchsbedingungen 
praktisch so zu gestalten, daB die bequeme und sichere Handhabung 
einer derartigen Methode erméglicht wird. 


2. Jodometrische Bestimmung von Harnsiurelésungen. 

Diesem Gedankengange folgend, hat Ronchése') folgendes Ver- 
fahren zur Bestimmung der Harnsiure im Harn empfohlen: 

100 cem Harn werden mit Ammoniak und Salmiak versetzt; das ab- 
geschiedene Urat wird nach | bis 2 Stunden abfiltriert, mit Wasser, dem 
NH, und NH,Cl zugesetzt worden ist, gewaschen, in verdiinnter Essigsiure 
gelést, die Lésung allmahlich mit n/10 Jodlésung versetzt, mit Kalium- 
bicarbonat und Boraxlésung deutlich alkalisch gemacht und mit Thiosulfat 
(Starkekleister als Indikator) zuriicktitriert. Der Annahme entsprechend, 
daB 1 Mol. Harnsaéure je 2 Mol. Jod zu binden vermége, wurde die Anzahl 
verbrauchter Kubikzentimeter n/10 Jodlésung mit 0,084 multipliziert und 
dann noch als empicische Korrektur 0,01 g hinzuaddiert, um die Gewichts- 
menge Harnsiure im Liter Urin zu ermitteln. Die Beleganalysen zeigten 
befriedigende Ubereinstimmung mit den nach der Methode von Ludwig- 
Salkowski gewonnenen Werten. 

Wenn dieses Verfahren wenig Beachtung und Anwendung gefunden 
hat, so mag dies in erster Linie wohl daran liegen, daB die Methode die 
Verarbeitung einer gréBeren Harnmenge sowie das zeitraubende 
Sammeln und Auswaschen des Ammoniumuratniederschlages auf 
dem Filter erfordert. Hat man sich aber erst einmal den Mihen dieser 
Prozeduren unterzogen, so kann man ja einfach nach Hopkins die 
Harnsiure durch Kjeldahlisieren des Niederschlages berechnen oder 
aber dieselbe in bequemer Weise nach Folin und Schaffer in schwefel- 
saurer Lésung mit Hilfe von Permanganat titrimetrisch bestimmen. 

Es hat sich also darum gehandelt, dem jodometrischen Harn- 
siurebestimmungsverfahren eine Form zu geben, welche a) die Ver- 
arbeitung nur geringer Harnmengen erfordert, b) alle zeitraubenden 
Filtrations- und Auswaschungsprozeduren iiberfliissig macht, c) auch 
mit den einfachsten Laboratoriumshilfsmitteln durchfiihrbar ist, vor 
allem aber nicht die Anwendung eines Kolorimeters, das ja nicht iiberall 
zur Verfiigung steht, erfordert, endlich d) chemisch ausreichend fundiert 
ist, um die (unter verschiedenen Bedingungen ja in sehr verschiedener 
Weise erfolgende) oxydative Veriinderung der Harnsiure durch das in 
Aktion gelangende Jod in ganz bestimmte Bahnen zu zwingen. 


1) A. Ronchése, Journ. de Pharm. et de Chem. 28, 336, 1906; Biochem. 
Centralbl. 5, 276. 












































240 O. Firth, J. Urbach u. P. Wermer: 


Dazu schien uns nun das vorerwahnte Kreidlsche Verfahren die gv- 
eignetsten Vorbedingungen zu bieten. Die dabei erfolgende Linwirkun, 
des Jods in statu nascendi scheint sich in regelmaBigerer Weise zu vollziehe 
als die Einwirkung des Jods, das in fertigem Zustande einer Harnsiure- 
lésung zugefiigt wird, in welch letzterem Falle, je nach den Versuchsbedii. 
gungen, ein innerhalb ziemlich weiter Grenzen (etwa 1,8 bis 2,5 Atome 
Jod pro Molekil Harnsiure) schwankender Jodverbrauch beobachtct 
worden ist. Wir sind daher zunichst daran gegangen, dieses Verfahren 
von unseren Gesichtspunkten aus einer kritischen Priifung zu unterziehen. 

Wir gingen nun derart vor, daB wir in bekannte Mengen von 
Harnsiure das Jodbindungsvermégen nach dem Vorgange Kreidls 
ermittelten. Die Harnsiure wurde entweder in Form einer Lésung 
ihres Lithiumsalzes (0,1 Proz. Harnsiure gelést in 0,4proz. Lithium- 
carbonatlésung) eingefiihrt, oder aber als solche oder aber als reincs 
harnsaures Ammon (Kahlbawm) eingewogen und in einer iiberschiissigen 
abgemessenen Menge Li,CO, 0,4 Proz., oder n/10 NaOH gelést. 

Wir gingen z. B. derart vor, daB wir eine abgewogene Menge (0,0020 
bis 0,0200) Ammoniumurat in 20 cem n/10 NaOH am Wasserbade lésten, 
sodann weitere 30 ccm n/10 NaOH, sodann eine mehr als ausreichende 
Menge n/100 Jodlésung hinzufiigten. Es wurde sodann sogleich durch 
Zusatz von 70 ccm n/10 H, SO, angesiuert, Starkekleister hinzugefiigt und 
mit n/100 Thiosulfatlésung zuriicktitriert. 

Wir teilen die Resultate unserer Versuche tabellarisch mit. Die eine 
Kolonne enthalt jene Werte, welche sich ergeben, wenn man die Rechnung 
entsprechend der Kreidischen Relation (1 Mol. Harnsiure entsprechend 
3% Atomen Jod) durchfiihrt, d.i. 1 cem n/100 Jod entsprechend 0,00048 g 
Ha-nsiure. Die andere Kolonne gibt iiber die effektiv beobachtete Jod- 
bindung pro Molekiil Harnséure Auskunft. Es wurden so wiedergefunden : 


Effektiver Jodverbrauch 
pro Molekiil UreAtome Jod 





Statt 0,0100 eingebracht als Li-Salz 0,0097 3,39 
»» 0,0050 ” 9 is 0,0051 3,61 
» 0,0040 ” 09 so 0,0042 3,67 
” 0,0030 ” ” ” 0,0032 3,82 
»» 0,0020 ” 9 ¥s 0,0021 3,73 
» 09,0031 s .. Ammonsalz 0,0035 3,98 
” 0,0009 9 ” ” 0,0009 3,50 
” 0,0046 . ” “99 Led ‘ 0,0048 3,74 
” 0,0128 ” ” ” 0,0114 3,35 
»» 90,0180 ” ” ” 0,0197 3,81 
” 0,0005 ” ” Lithiumsalz 0,0005 3,50 
»» 09,0006 ” ” ” 0,0006 3,50 
»» 0,0030 ” ” ” 0,0030 3,50 
” 0,0040 ” ” ” 0,0043 3,78 
% 0,0050 ” ” ” 0,0052 3,67 
»» 0,0100 ” ” * 0,0101 3,57 
” 0,0060 ” ” ” 0,0061 3,63 

Mittel . . . 3,62 


Statt der Kreidischen Relation . . . 3,50 
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Es ergibt sich sonach, daB unter den angewandten Reaktions- 
hedingungen die Reaktion tatsdchlich so regelmaéfig abliuft, dap sehr 
wohl ein titrimetrisches Bestimmungsverfahren auf dieselbe gegriindet 
werden kann. 


Auch erheblich gréBere Mengen Harnsduren, etwa 0,1 g kénnen, wie 
aus den Zahlen der Kreidlschen Abhandlung ersichtlich ist, richtig titriert 
werden. Nach unten zu bilden etwa 0,0005 g die Grenze, unterhalb deren 
die Resultate unbrauchbar werden. 

Wir haben immer sogleich, ohne stehenzulassen, zuriicktitriert, da, 
wie Jolles (1. c.) gezeigt hat, bei langerem Stehenlassen der Fliissigkeit die 
sekundire Wechselwirkung zwischen dem harnsauren Alkali und dem Jod- 
kalium der Titerfliissigkeit die Versuchsergebnisse failschen kann. 

Die Gegenwart von Ammonsalzen stért den Versuch nicht, z. B. einge- 
wogen 0,0089 harnsaures Ammon (= 0,0080g Ur) titriert nach Zusatz 
von 1eem Ammonsulfat 10 Proz., wiedergefunden 0,0083g Ur; oder: 
eingewogen 0,0192g harnsaures Ammon (= 0,0174g Ur) titriert nach 
Zusatz von 2cem Ammonsulfat 10 Proz., wiedergefunden 0,0169 g Ur. 


8. Jodometrische Bestimmung der Harnsiiure im Harne. 


1. Abtrennung der Harnsdure als Ammoniumurat. 


Zur Abtrennung der Harnsdéwre aus dem Harn haben wir uns nach 
mannigfachen Vorversuchen fiir jenen Vorgang entschieden, der von 
D.G. Cohen-Tervaert!) im physiologischen Laboratorium in Utrecht 
fiir eine Modifikation des kolorimetrischen Verfahrens von Folin an- 
gegeben worden ist (dasselbe beruht, wie bekannt, auf der Blaufairbung, 
welche alkalische Harnsaiurelésungen mit Phosphorwolframsaure geben). 


Wir haben uns durch zahlreiche Versuche von der Brauchbarkeit 
dieses Verfahrens iiberzeugt, das uns vielfach zur Kontrolle unseres Vorgangs 
gute Dienste geleistet hat. 

Zunachst haben wir uns durch Verdiinnungsversuche der als Standard- 
lésung .dienenden 0,lproz. Harnsiurelésung davon iiberzeugt, daB die 
Farbenreaktion bei Einhaltung der Vorschriften des Autors der Verdiinnung 
tatsichlich annihernd proportional eintritt. (Verdiinnung | = 0,1 Proz. Ur.) 
Es wurde beobachtet: 


statt 0,80 0,80 0,60 0,60 0,40 0,40 0,20 
0,84 0,84 0,65 0,59 0,40 0,42 0,26 


Weiter wurden wechselnde Mengen der Harnsiure-Standardlésung mit 
je 2ccm NH,Cl (30proz.) versetzt: Es entsteht schnell eine Tribung, 
spater ein sich grobflockig absetzender Niederschlag von Ammoniumurat. 
Derselbe wurde nach zweistiindigem Stehen abzentrifugiert, die iiberstehende 
Fliissigkeit abgehoben, 4 ccm einer 10 proz. Ammonsulfatlésung hinzugefiigt, 
mit Hilfe eines diinnen Glasstibchens aufgeriihrt, sodann wurde 6 bis 
10 Minuten lang zentrifugiert. Der Bodensatz wurde nunmehr in 3 ccm 
lauwarmer 0,4proz. Li,CO,-Lésung gelést, die Lésung in einem 100-cem- 


1) D.G. Cohen Tervaert, Arch. Néerland. de Physiol. 2, 337, 1918. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 16 
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MeBkolben iiberspiilt und gut nachgewaschen, dazu 4ccm Harnsdurereagens ' | 
20 cem Na,CO, (20proz.); Auffiillen auf 100cem und Vergleich mit der 
Standardlésung*). 
Es wurden wiedergefunden: 
statt 0,0040 0,0030 0,0020 0,0010 0,0008 0,0006 g Harnsiur: 
0,0033 0,0026 0,0020 0,0011 0,0009 0,00044 g + 


Weitere Versuche erwiesen ein Auswaschen der Ammoniumuratlésung 
mit Wasser, Alkohol (50proz.) oder gesittigter Natriumsulfatlésung als 
durchaus untunlich, das Auswaschen mit Ammoniumsulfat (10proz. 
dagegen als empfehlenswert. 

2cem eines Harnes, die nach Cohen-Tervaert 0,0010 g Ur enthielten, 
wurden mit leem der Standardlésung, enthaltend 0,0010g Ur, versetzt. 
Die Ausfiihrung der Bestimmung ergab nun in genauer Ubereinstimmung 
mit dem geforderten Werte 0,0020g Ur. 


2. Vorgang bei der jodometrischen Harnsdurebestimmung. 

Der Vorgang, der sich uns schlieBlich als zweckmaBig erwiesen 
hat, war folgender: 

Der frisch gelassene Harn wird durch Zusatz von Natriumcarbonat 
alkalisch gemacht. 5ccm desselben werden in ein Zentrifugierglas 
von etwa 50 ccm Inhalt iibertragen, das an seinem unteren Ende zu 
einem zapfenférmigen Fortsatze von 24%,cem Lange und etwa 7 mm 
lichter Weite verjiingt ist (die Dimensionen desselben miissen natiirlich 
der Zentrifuge angepaBt sein; wir verwendeten solche von 14 em Lange 
und einem Durchmesser von 244 cm). Es ist wichtig, daB der Ubergany 
zwischen dem weiten und dem verengten Teile steil, nicht stufenférmig 
abfallt, damit sich der ganze Niederschlag beim Zentrifugieren im 
zapfenformigen Ansatz ansammle. 

Dazu kommen nun 5cem einer 30proz. Ammoniumchloridlésung 
(also 15g NH,Cl). Bei zweistiindigem Stehen sammelt sich der all- 
mihlich ausfallende Ammoniumuratniederschlag im untersten Teile 
des GefaBes an. Es wird nun 5 Minuten lang zentrifugiert. Nunmehr 
wird vom Bodensatze im zapfenférmigen Fortsatz vorsichtig abgegossen 
oder abpipettiert. Man setzt weiter 5 ccm einer 10proz. Ammonsulfat- 
lésung zu, rihrt mit Hilfe eines feinen Glasstibchens auf und zentri- 
fugiert neuerlich 6 bis 7 Minuten. Die iiberstehende Ammonsulfat- 
lésung wird von dem festen Niederschlage vorsichtig abgegossen. 


1) Harnsdurereagens bereitet nach der Vorschrift O. Folin und A. B. 
Macallum, Journ. of biol. Chem. 18, 363, 1912; ,,The uric acid reagent 
is a phosphotungstic acid, prepared by boiling 100 grams of sodiumtungstate 
with 80cem of 85 per cent phosphoric acid and 750 ccm of water for a 
couple of hours and then diluting to 1 liter.‘ 

*) Standardlésung: leem 01,proz. Ur-Lésung (= 0,001 Ur) + 4 ccm 
Harnsaurereagens und 20 ccm Na,CO, (20proz.) auf 100 ccm aufgefiillt 
(triibt sich meist nach 10 bis 15 Minuten). 
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Mit Hilfe von 50cem n/10 NaOH wird der Niederschlag nach 
Aufriihren in Lésung gebracht und die Lésung unter Nachspiilen 
quantitativ in ein Kélbchen von etwa 300ccm Inhalt tibertragen; 
dazu 20 cem n/100 Jodlésung, wobei sich die Fliissigkeit gelblich farbt. 
Man fiigt sogleich 70 ccm n/10 H,SO, hinzu, wobei das freiwerdende 
Jod der Lésung eine rotgelbe Farbung erteilt. Nach Zusatz von Stirke- 
kleister wird mit n/100 Thiosulfatlésung zuriicktitriert, z. B.: 
5eem Harn —» vorgelegt 20 ccm n/100 Jod, 

zuriicktitriert 16,3 com n/100 Thiosulfat, 
verbraucht 3,7 cem n/100 Jod x 0,00048 = 0,00177 g Ur, 
d.i. fiir 100 cem Harn = 0,0354 g Harnsaure. 


3. Kontrollversuche; Vergleich mit dem kolorimetrischen Verfahren von Cohen 


Tervaert. 

a) 5ccm normalen Harnes ergaben: 
kolorimetrisch nach Cohen-Tervaert . . . 0,0026g Ur 
ear. ee ae a ae car ae 0,0031g ,, 


Mittel . . . 0,0029g Ur 
Zu je 5ccm desselben Harnes wurden je 0,0050g Ur, in 0,4 proz. 
Li,CO, gelést, hinzugefiigt. Nunmehr ergab die jodometrische 
Bestimmung: 
Ho Harnsiiure, statt wie verlangt 0,0029 + 0,0050 = 0,0079 g. 
b) 5ccm eines Harnes: jodometrisch 0,0038 g Ur, 
5cem desselben Harnes nach Zusatz von 0,0050g Ur ergaben 


0,0083 g Ur statt 0,0088 g. 
c) 5ccm eines Harnes: 


kolorimetrisch nach Cohen-Tervaert . . . 0,0027g Ur 
eateries var dies feria erage cide 0,00292 ,, 
Mittel . . . 0,0028g Ur 


5cem desselben Harnes nach Zusatz von 0,0050g Ur, gefunden 
0,0084 g Ur statt 0,0028 + 0,0050 = 0,0078 g. 


d) 5 ccm eines Harnes: 


kolorimetrisch nach Cohen-Tervaert . . . 0,0020g Ur 
NORIURIINDD, 0a Ges oe ne ETAT Ss ‘eed 0,0020 g_ ” 
Mittel . . . 0,0020g Ur 


5 ccm desselben Harnes nach Zusatz von 0,0050 g Ur; jodometrisch: 
0,0065 g Ur statt 0,0020 + 0,0050 = 0,0070 g. 
e)*EinfluB eines Zusatzes von Lithiumcarbonat sowie der Einwirkung 
des Ammoniumchloridzusatzes in der Warme. 
5 ccm eines Harnes jodometrisch: 
eee IRI eC eee ee 0,0024 g Ur 
bei Zusatz von NH,Cl in der Wiarme bei 50° 0,0025¢ ,, 
. . 0,0025 g ,, 
bei Zusatz von 5ccem Li,CO, (0,4proz.) . 0,0026 g |. 
Die Varianten waren also ohne jeden Einflu8 geblieben. 
16* 





ae ee ee ee 
eap tire. s ; 


ete: 








1 tetas 


sisi 


i cos Na RS Ae, 




















ARE IS jee tapings nc 


a cae 


244 O. Firth, J. Urbach u. P. Wermer: 


f) Harn eines Ekzemkranken: 
nach Cohen-Tervaert, fiir 100 cem Harn 
jodometrisch, fiir 100cem Harn .... . 


g) Normaler Harn: 
nach Cohen-Tervaert, fir 100cem Harn . 
Mittel . . . 
jodometrisch, fiir 100cem Harn 
Mittel 


h) Normaler Harn: 
nach Cohen-Tervaert, fiir 100cem Harn 
jodometrisch, fiir 100ccm Harn. ... . 


i) Normaler Harn: 


nach Cohen-Tervaert, fiir 100cem Harn. . 


Mittel:.. . 


scapes teense: et ee eee 


Mittel .. . 


0,042 g Ur 
0,044¢ ,, 


{ 0,0038 g Ur 


"| 0,0034 g_,, 


0,0036 g Ur 
{ 0,0038 g Ur 


"10,0033 ¢ ,, 


0,0036 g Ur 


0,0065 g Ur 
0,0070¢ ,, 


0,050g ,, 
0,050¢g ,, 
0,050 g Ur 
| 0,060 g Ur 


| 0,050 g Ur 


0,055 g ,, 
0,055 g ,, 
0,057 g Ur 


4. Vergleich mit dem Verfahren von Hopkins-Wérner'), 


Bei der Wornerschen Modifikation des Verfahrens von Hopkins wird 
bekanntlich die Harnsiture aus dem Harn mittels Chlorammoniums als 
Ammoniumurat vollstindig ausgefaillt, das Ammoniak des Niederschlages 
durch Erwiirmen mit lproz. Natronlauge vollstandig entfernt und der N 
der so erhaltenen Natriumuratlésung nach Kjeldahl bestimmt. 


a) Normaler Harn: 


nach Hopkins-Worner, fir 100ccm Harn . 0,050 g Ur 
i { 0,047¢ ,, 

nach Cohen-Tervaert, fiir 100ccm Harn . , 0,044¢ ,, 
Mittel .. . 0,045g Ur 

- . os 0,048 & Ur 
jodometrisch, fiir 100ccm —e. oe A 0,044 ¢ ,, 
Mittel .. . 0,046g Ur 


b) Harn nach Atophaneinnahme: 
nach Hopkins-Woérner, fir 100cem Harn. 0,077 g Ur 


nach Cohen-Tervaert, fiir 100 ccm Harn . | 0,065 g ,, 
__ | 0,070 g 7” 

Mittel .. . 0,068g Ur 

jodometrisch ....... al sie ae, | ase Ur 


Mittel . . . 0,080g Ur 
1) EB. Worner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 70, 1899. 
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5. Vergleich mit dem Verfahren nach Folin-Schaffer'). 


Dieses Verfahren beruht bekanntlich auf der Fiallbarkeit der Harn- 
siure als harnsaures Ammon durch Ammonsulfat und der Titration der 
gefallten Harnséure mit n/20 KMnO, in schwefelsaurer Lésung. 


a) Harn: 
Seer sin 0,042 ¢g Ur 
nach Folin-Schaffer, fiir 100cem Harn . i 0,043 ,, 
Mittel .. . 0,043g Ur 
0,051 g Ur 
NOONE 2 EES -, 0,048¢ ,, 
| 0,044¢ ,, 
Mittel . . . 0,047g Ur 

b) Harn: 
nach Folin-Schaffer, fiir 100cem Harn. . 0,078g Ur 
| 0,080 g ” 
PMA ES Ed AS eG ORS 
0,079¢ ,, 
Mittel . . . 0,079g Ur 

c) Harn: 


{| 0,028 g Ur 
“l 0,025 g ,, 


Mittel . . . 0,026 g Ur 


0,028 g Ur 
0,025¢ ,, 


Mittel . . . 0,026 g Ur 


nach Folin-Schaffer, fiir 100cem Harn . 


jodometrisch, fir 100cem Harn 


6. Versuche mit Variation der Menge analysierten Harnes. 


a) Mischharn, jodometrisch: 


5ccm analysiert, fiir 100cem...... 0,062g Ur 
10ccm * dat II i no 0,054¢ ,, 
20 cem se oe: AURORE ew se eee 


b) Mischharn: 
{ 0,0556 g Ur 
1 0,0595¢ ,, 


Mittel . . . 0,0576g Ur 


5cecm analysiert, fir 100ccem.... . 
10ccm analysiert, fiir 100cem. .... . 0,0518¢ ,, 
20 ecem en jot Oe ONG Sh SS 0,0559¢ ,, 


1) 0. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 224, 1898; O. Folin und 
Ph, A. Schaffer, ebendaselbst 82, 552, 1901. 

















Sait OSs 











246 O. Fiirth, J. Urbach u. P. Wermer: 


7. Weitere Zusatzversuche. 
a) 5ccm Harn: 

0,0021 g Ur?) 
oa ye Re Fos) 
|0,0019¢ ,, 2) 

Mittel . . . 0,0020g Ur 
Nach Zusatz von 0,0050 g Ur in Li,CO,-Lésung: 
gefunden statt 0,0020 + 0,0050 = 0,0070g Ur. 
0,0066 g Ur. 


FOIE OE Ee 


b) 5ecm Harn: 
| 0,0022 g Ur 
ik ate Eb es ga a -+ Lo0022¢ . 
Mittel . . . 0,0022g Ur 
Harnsiaure als 0,1 proz. Lésung in 0,4proz. Li,CO,-Lésung zugesetzt 
nach Zusatz von 0,0020g Ur statt 0,0042 g gefunden 0,0043 g 
%” 99 » 90030g ,, ,, 0,0052¢ < 0,0056 g 
3s Be »» UCC ge... 4 FOC e eo 0,0058 g 
Ein Uberblick iiber die mitgeteilten Resultate lehrt, daB sich das 
Verfahren als praktisch brauchbar, bequem und wenig zeitraubend 
erwiesen hat. Die Ausfiihrung einer Bestimmung nimmt, die zwei- 
stiindige Wartezeit nach Zusatz des Ammoniumchlorids abgerechnet, 
kaum mehr als 44 Stunde wirkliche Arbeitszeit in Anspruch. Da das 
Verfahren nur wenig Harn (5 ccm) braucht und keine besondere Appa- 
ratur (auBer einer Zentrifuge) erfordert und in seinen Leistungen wohl 
kaum hinter den fiir gewéhnlich angewandten Methoden zuriicksteht, 
diirfte sich dasselbe fiir die praktische Anwendung fiir viele klinische 
und Laboratoriumszwecke nicht ungeeignet erweisen. Die Fehler 
diirften im allgemeinen bei richtiger Anwendung das Ausmaf von 
0,005 g Ur pro 100ccm Harn kaum iiberschreiten. Da sich ein bei 
Verarbeitung von 5 bis 10ccm Harn gemachter Fehler naturgemil 
bei Umrechnung auf die Tagesmenge Harn sehr stark multipliziert, 
wird dort, wo die gréBte erreichbare Genauigkeit gefordert wird, den 
mit groBen Harnmengen arbeitenden, allerdings einen ganz unver- 
gleichlich gréBeren Zeitaufwand erfordernden Methoden der Vorzug 
eingeriumt werden miissen. 


jodometrisch 


Zusammenfassung. 

Wahrend das Studium des Jodbindungsvermégens des gesamten 
Harns (,,Jodzahl“) wegen der Vieldeutigkeit der durch eine groBe 
Anzahl von Harnbestandteilen bewirkten Jodbindung wenig aus- 
sichtsvoll erscheint, gelingt es einen der jodbindenden Hauptbestand- 


1) Einmal durch Zentrifugieren mit Ammonsulfat gewaschen. 
*) Zweimal durch Zentrifugieren mit Ammonsulfat gewaschen. 
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teile, die Harnsaiure, sehr wohl auf jodometrischem Wege nach voraus- 
vegangener Abtrennung derselben als Ammoniumurat mit Hilfe der 
Zentrifuge (nach dem Vorgange von Cohen-Tervaert) zu bestimmen. 
Die Titration ergibt ausreichend konstante Verhiltnisse (Verbrauch 
von 34% Atomen Jod pro Molekiil Harnséure), wenn man das Jod 
unter bestimmten Bedingungen nach dem Vorgange von J. Kreidl 
in statu nascendi auf die Harnsiure einwirken laBt. Da das Verfahren 


nur eine geringe Harnmenge (5 ccm), wenig Zeit und keine besonderen 
Apparate (nicht einmal eine chemische Wage oder ein Kolorimeter) 
erfordert, dirfte dasselbe sich fiir viele Zwecke des Laboratoriums 
und der Klinik (wie der Vergleich desselben mit dem kolorimetrischen 
Verfahren der Harnsiurebestimmung mit Hilfe von Phosphorwolfram- 
siiure, sowie mit den Methoden von Hopkins-Wérner und von Folin- 
Schaffer lehrt) brauchbar erweisen. 
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Uber die Substanzen, 
welche die Oberflichenspannung des Blutes bestimmen. 


Von 
Tyuzi Tominaga. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen. ) 


(Eingegangen am 16. Juli 1923.) 


Ks ist schon seit lingerer Zeit gut bekannt, daB das Blut oder 
das Blutserum eine viel niedrigere Oberflichenspannung hat als das 
Wasser und dazu, daB diese Spannung normal ganz konstant ist. Von 
welchen Bestandteilen des Serums sie hauptsichlich verursacht wird, 
ist dagegen bis jetzt noch nicht ganz klar festgestellt. Im allgemeinen 
kann man zwei Gruppen annehmen; eine Gruppe erniedrigt die Ober- 
flachenspannung des Wassers, und die andere Gruppe hemmt diese 
Erniedrigung. Erste Gruppe: Fettsiuren, Phosphatide, Albumosen 
und Peptone; zweite Gruppe: Cholesterin und Eiweifstoff. Die Seifen 
werden normal im Blutserum inaktiviert, indem sie unlédsliche Ver- 
bindungen mit Ca- oder Mg-Ion bilden!). Deshalb kann man nicht 
ohne weiteres voraussagen, daB die erniedrigte Oberflachenspannung 
des Serums von den Lipoiden verursacht. wird, wenn eine Seifenlésung 
auch stark kapillaraktiv ist. Wie es schon von J. T'raube®) angegeben 
wurde, erniedrigen nur kleiner molekulare EiweiBkérper, wie Albumosen 
oder Peptone, die Oberflichenspannung des Wassers ziemlich stark, 
dagegen. beeinflussen gréBer molekulare EiweiBkérper, wie Globuline 
oder Albumine, sie sehr wenig. .Es ist auch von mehreren Autoren 
angenommen und bestiatigt worden, daB die Kapillaraktivitat der 
EiweiBkérper mit der Ionisation zunimmt. Andererseits wird auch 
angegeben, da die Kapillaraktivitaét verschiedener kapillaraktiver 
Substanzen sich durch Adsorption an die Eiwei®kérper vermindert. 


1) R. Brinkman en A. von Szent-Gyoergyi, Koninklijke Akademie van 
Wetenschappen te Amsterdam $2, Nos. l,en 2, 8. 155, 1923. 

*) J. Traube und F. Blumenthal, Arch. f. exp. Pathol. u. Therap. 22, 
117, 1906. 
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So haben die Eiwei8k6rper ihre gréBte Bedeutung nicht fiir die Er- 
niedrigung der Oberflichenspannung des Serums, sondern fiir die 
Erhaltung ihrer Konstanz. 

Die statische Oberflichenspannung einer Lésung wird von dem 
darin enthaltenen, am stiarksten kapillaraktiven Stoff beherrscht, und 
diesen am stirksten kapillaraktiven Stoff im Plasma méchte ich der 
Kinfachheit halber als ,,die maximal kapillaraktive Substanz‘‘ bezeichnen. 
Im Gegensatz zu der dynamischen Oberflichenspannung iandert die 
statische Oberflichenspannung einer Fliissigkeit sich sehr wenig mit 
der Konzentration des gelésten kapillaraktiven Stoffes; besonders ist 
das sehr ausgesprochen, wenn die kapillaraktive Substanz von kolloidaler 
Natur ist, weil die kolloide Substanz sich nétigenfalls fast total an die 
Flissigkeitsoberflache adsorbieren lit. Deshalb kann man auch 
annehmen, daB die statische Oberflichenspannung einer Flissigkeit 
von dem darin enthaltenen maximal kapillaraktiven Stoffe verursacht 
wird, wenn auch die Konzentration dieser Substanz sehr klein ist. 
Zur Auffindung dieser Substanz habe ich verschiedene EiweiSkérper 
des normalen Serums mit bekannten Methoden fraktioniert gefallt 
und die statische Oberflichenspannung des Zentrifugats bzw. Filtrats 
gemessen, um zu wissen, in welcher Fraktion die maximal kapillar- 
aktiven Substanzen, mit anderen Worten die die Oberflichenspannung 
des Serums verursachenden Substanzen enthalten sind. 

Als Methode, die statische Oberflachenspannung zu messen, habe 
ich die Ringmethode nach R&. Brinkman-van Dam") angewandt, weil 
sie sehr einfach und fiir diesen Fall sehr geeignet ist, wie ich friher 
berichtet habe ?). 


I. Dialyseversuch des Serums. 

Beim Dialyseversuch, welcher von mir mittels gepriifter Abder- 
haldenscher Hise angestellt wurde, konnte ich niemals Oberflichen- 
spannungserniedrigung der AuBenfliissigkeit auffinden, selbst nicht 
nach 20stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur. Um einer geringen 
Menge kapillaraktiver Substanz auf die Spur zu kommen, ist unsere 
Ringmethode besonders geeignet, da man noch eine deutliche Er- 
niedrigung selbst in 10000fach verdiinntem Serum aufdecken kann. 
Deshalb mu8 die kapillaraktive Substanz im Serum entweder von 
kolloidaler Natur oder in einer gebundenen Form vorhanden sein, 
wenn. man vollstindige Adsorption der Substanz an die Hiilse selbst 
ausschlieBen darf. 


1) R. Brinkman und Fri. van Dam, Miinch. med. Wochenschr. 1921. 


Nr. 48, S. 1550. 
2) T. Tominaga, diese Zeitschr. 140, 230, 1923. 
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II. Einflu8 der Fibrinausscheidung auf die Oberflichenspannung des Blutes. 


Serum und Plasma desselben Blutes zeigen beinahe dieselbe Ober- 
flichenspannung. Dies wurde schon von mehreren Beobachtern an- 
gegeben, und ich konnte auch denselben Befund mit Kaninchenblut 
nach unserer Ringmethode machen; die Fibrinausscheidung hat keine) 
merklichen Einflu8 auf die Oberflichenspannung des Blutes. Man 
kann deshalb aussagen, da das Fibrinogen kein maximal kapillar- 
aktiver Stoff des Blutes sei. 


IIT. Einflu8 der Globulinprizipitation auf die Obertlichenspannung des Serums. 

Als Ausgangsmaterial habe ich frisches Serum des Kaninchens 
gebraucht, weil es ganz sauber und leicht zu bekommen ist. Zur Pri- 
zipitation des Globulins habe ich die Aussalzungsmethode mit Magne- 
siumsulfat oder Ammoniumsulfat angewandt. 


a) Fallung mit Magnesiwmsulfat. 

Frisches Kaninchenserum wurde 10fach verdiinnt mit destilliertem 
Wasser und nach Hammarsten') die neutral korrigierte Fliissigkeit erwarmt 
auf 30°C mit fein gepulvertem, kristallinischem Magnesiumsulfat unter 
Riihren iibersattigt. Dann blieb die Mischung eine Nacht bei Zimmertempe- 
ratur stehen, um das im UberschuB geléste Salz auskristallisieren zu lassen. 
Am niichsten Morgen habe ich die Oberflachenspannung des klaren Filtrats 
mit unserer Ringmethode gemessen. Um die Zufiigung kapillaraktiver 
Substanzen zu vermeiden, habe ich zur Neutralisation kapillarinaktive 
n-Schwefelsiurelésung anstatt kapillaraktiver Essigsiure gebraucht und 
als Indikator empfindliches Lackmuspapier angewandt. Da das Filtrier- 
papier ziemlich viel kapillaraktive Substanz an sich bindet, muBte ich 
modglichst Filtration vermeiden; aber bei dieser Operation wurde ich zur 
Filtration genétigt, weil die Fallung schwer abzuzentrifugieren war. Das 
Resultat ist in folgender Tabelle zusammengestellt: 


Tabelle I. 








Relative Oberflachens anont 








i] 
Zimmertemperatur 16, dtc | 

z é is8. Bemerkungen 
| = = es 
- “ay Mg SECS) 

Gesittigte en | | } | Durchschnitt des statischen 
sulfatlbsung..... i 1,102 | 1, 103 1,106 1,116 | Wertes 1,104 
| 0,791 | 0,785 | 0,779 | | 9,881 Hamoglobin frei, leicht 
Originalserum 0785 | | dans 


Mit destilliertem Wasser | 0,881 | 0,842 | 0,836 | “0,889 | | 
10fach verdiinnt. Serum | 0,866 | | 


Filtratd. Magnesiam-| I, | 0,896 | 0,872 | 0,858 | 0,957 
sulfatsittigung | II. 0,866 | 0,866 | 0,855 | 0,962 tina Sie 


Auf gesittigte | 1.) 0812 | 0,790 0,777 ne 


Magnesiumsulfat- she 
lésung umgerechnet | II. | 0,785 | | 0,785 | 0, 75 | 0,871 


1) Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 467, 1894. Auch zitiert 
in Biochem. Arbeitsmeth. 2, 361. 
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Die Zahlen in der Tabelle zeigen relative Oberflichenspannung gegen 
Wasser [nicht korrigiert nach der von mir angegebenen Formel')]. In der 
letzten Zeile habe ich relative Oberflichenspannung des Filtrates gegen die 
Oberflachenspannung der gesiittigten Magnesiumsulfatlésung angegeben, 
indem ich den statischen Wert der gesittigten Magnesiumsulfatlésung 
durehsehnittlich als 1,104 betrachte. 

Aus der Tabelle I kann man ersehen, daB die Oberflichenspannung 
des mit destilliertem Wasser zehnfach verdiinnten Serums etwas hoéher 
ist als die des Serums selbst. Es ist sehr auffallend, daB die Oberflachen- 
spannung des Filtrats der Globulin prazipitierten Flissigkeit ebenso 
niedrig ist wie die des Serums selbst. Da die Oberflichenspannung im 
ersten Augenblick nach der EingieBung schon ziemlich niedrig und 
die Erniedrigung im weiteren Zeitablauf nicht groB ist, so muB man 
annehmen, da8 die kapillaraktiven Substanzen in relativ reichlicher 
Menge enthalten sind oder schnell diffundieren. Nach Hammarsten 
wird das Globulin aus Serum durch diese Prozedur quantitativ nieder- 
geschlagen; so kann man schlieBen, daf das Globulin kein maximal 
kapillaraktiver Stoff des Serums ist. 


b) Fdllung mit Ammonsuljat. 

Frisches Kaninchenserum wurde mit destilliertem Wasser 5fach ver- 
diinnt, dann mit gleichem Teile gesattigter Ammonsulfatlésung vermischt 
und nach 1 Stunde abzentzifugiert. Vom klaren Zentrifugat habe ich die 
Oberflachenspannung gemessen: 


Tabelle II. 





Relative Oberflachenspannung 
Zimmertemperatur 17,5°C 


cee os os Efe Bemerkungen 
gra | ax | 8= [ogee 
Ese | #5 | & |$20e 
30 te = 6 /VE 
Halb gesiittigte Ammon- Durchschnitt des statischen 
sulfatlbsung . . . . . 1,087 1,090 | 1,087 1,090 Wertes 1,087 
Originalserum e785 — tiie! woes wea 
P I. 0,859 | 0,836 | 0,842 0,881 
Zentrifugat = TT 0,858 | 0,830 0.830 0,878 Cea ian 
Gogen halbgesittigte) 7 0790 | 0,769 0,775 0,981 
Ammoneu Sung II. 0,789 | 0,764 0,764 0,808 
umgerechnet ; ’ . 


Wie man aus der Tabelle ersehen kann, ist die gesittigte Ammon- 
sulfatlésung rein genug fiir diesen Versuch, weil die Oberflichen- 
spannung keinen bedeutenden Unterschied zwischen statischem und 
dynamischem Wert zeigte. Das Zentrifugat zeigt noch eine stark er- 
niedrigte Oberflachenspannung. Wenn man diese relative Oberflichen- 
spannung gegen die der halbgesittigten Losung umrechnet, so ist der 
Wert genau gleich der Oberflichenspannung des Serums. 


1) Diese Zeitschr., ]. c. 
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Aus den obigen zwei Versuchsreihen ist es klar, daf die Globulin. 
fdllung keinen EinfluB auf die Oberflichenspannung des Serums ausiilit, 
daB wenigstens das Globulin als ein maximal kapillaraktiver Stoff nicht 
betrachtet werden darf. 


III. Einflu8 der totalen EnteiweiBung auf die Oberflichenspannung des Serums. 

Es ist eine schwierige Aufgabe, ja sogar fast unméglich, alles 
Albumin aus Serum quantitativ zu entfernen, ohne die nahe verwandten 
Albumosen mitzureiBen. Abderhalden') schreibt, daB er Albumosen 
im Blutplasma niemals nachweisen konnte und sicher keine gréBere 
Menge im zirkulierenden Blute enthalten ist. So muBte ich mich da. 
mit begniigen, verschiedene EnteiweiBungsmethoden durchzupriifen 
und das Resultat untereinander zu vergleichen. 


a) EnteiweiBung mit Ammonsulfat. 

1. Mit destilliertem Wasser 10fach verdiinntes Kaninchenserum wurde 
mit n-Schwefelsiurelésung schwach sauer gegen Lackmuspapier (absichtlic!: 
habe ich Essigséiure vermieden, weil sie ziemlich stark kapillaraktiv ist) 
gemacht und mit fein gepulvertem Ammoniumsulfat bei Zimmertemperatur 
iiberséttigt. Von dem klaren Zentrifugat habe ich die Oberflachenspannung 
gemessen. 

2. Nach Devoto*) wurden, 10cem des 10fach verdiinnten Kaninchenserums 
ohne Korrektion der Reaktion mit 9g gepulvertem Ammonsulfat in der 
Warme gesittigt, dann 30 Minuten lang in dem Dampfbade mit Wasser- 
dampf erhitzt. Nach der Abkihlung wurde die Flissigkeit abzentrifugiert 
und die Oberflichenspannung des klaren Zentrifugates gemessen. Das 
Resultat ist folgendes: 

Tabelle III. 


i Relative Oberflichensp: nung 
! Zimmertemperatur 16,5 16,9 ane | 














| dg oe | : s§e Bemerk 
| sae | sé af agg merkungen 
(338 | "a | “8 hee 
Gesattigte Ammonsulfat- | | Durchschnitt des statischen 
MM | 1,192 | 1,189 | 1,192 | 1,191 Wertes 1,190 
© © I. |} 1,180 | 1,179 | 1,179 | 1,182 | Hetters Probe und Sulfo- 
é 5 Il. | 1,192 | 1,191 | 1,192 1 si, salicylsdurereaktion negativ. 
Gegen gesittigte Ph ie 
a3 oniieun | I.|| 0,992 | 0,991 | 0,991 | 0 994 || osphorwolframsaure- 
Amm 4 reaktion kann man nicht 
ols umgerechnet TT. || 1,002 | 1,001 | 1,002 | 1 002 anwenden 
3 I. | 1,163 | 1,163 | 1,103 | 1,180 } 
s II. 1,179 | 1,090 | 1,078 | 1,190 || Sulfosalicylsdurereaktion 
Qe n. 15’ | negativ 
a #$ 1,142 ! 
24 ) Gegen gesit- ) I.) 0,978 | 0,978 | 0,927 | 0,989 | 
Z ® | tigte Lésung IT. | 0,991 | 0,916 | 0,906 | 1,004 , 
> umgerechnet n, 15’) | 
¢ | 0,960 | 

















1) Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 156, 1904; 44, 36, 1905; 
51, 287, 1907. — *) Devoto, zit. in Biochem. Arbeitsmeth. 1, 686. 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, dab die gesittigte Ammon- 
sulfatléisung ganz rein ist und die Sattigung mit Ammonsulfat bei 
schwach saurer Reaktion alle kapillaraktiven Substanzen mit den 
KiweiBkérpern zusammen prizipitiert; dagegen zeigte das Zentrifugat 
der erhitzenden Methode nach Devoto geringe Erniedrigung der Ober- 
flichenspannung, wihrend es gegen Sulfosalicylsiure auch negativ 
reagierte. Nach Devoto kann man Pepton im Filtrat nachweisen. Es 
ist im allgemeinen anerkannt, da das Ammoniumsulfat auch Albumose 
mitprazipitiert. Ob diese geringe Erniedrigung der Oberflachenspannung 
durch die geringe Menge Pepton und andere niedrigere Eiweif- 
abbauprodukte, oder durch gewisse Lipoide verursacht worden ist, 
welche aus dem adsorbierten EiweiBk6érper bei der Hitzedenaturierung 
befreit wurden, kann ich nicht entscheiden. Jedenfalls ist es ein 
kolloidaler Vorgang, weil die Spannung der erfrischten Oberfliche ganz 
so hoch wie die der gesaittigten Ammonsulfatlésung war und sich mit 
der Zeit wieder erniedrigte. Da die Erniedrigung ganz gering ist, so 
kénnen wir damit maximale Erniedrigung des Blutserums nicht erkliren. 


b) EnteiweiBung mit Salzsdure und Quecksilberchlorid. 


Zum zweifach verdiinnten Kaninchenserum wurden die doppelte Menge 
2,5proz. Salzséure und die doppelte Menge 5proz. Sublimatlésung zugesetzt 
und vermischt. Von dem nach 3 bis 4 Stunden zentrifugierten klaren 
Zentrifugat habe ich direkt die Oberflachenspannung gemessen, indem ich 
die angegebene Durchleitung von Schwefelwasserstoff aussetzte: 


. 


Tabelle IV. 





| Relative Oberflachenspannun 
Zimmertemperatur 17,5—189C 


iéy eran xe Bemerk 
£43 | 3s | 3s bE 52) emerkungen 
ES2) Ss | &s |$20a) 
See See, Pee 
2,5 proz. Salzsiure. . . 1,01 1,01 | 0,980 i tee Mit Kohle gereinigt 
5 proz. Sublimatlésung . | 1,015 | 1,015 | 1,014 | 1,013 | Gesiattigt 
0.877 ie 1,016 Sulfosalicylsaure- und Phos- 
17 0.863 0,835 | 0,805 | n. 10’|| phorwolframsiurereaktion 
' | 0,853 | negativ 
| 1,011 | 
IL. dong | 0,918 | 0,871 | n. 10 Dasselbe 
. | 0,921 | 
} } 
i 1,007 i 
III. Des | 0817 | 0,801 | n. 10") Dasneie 
’ | 0,892 || 








Aus der Tabelle ersieht man, daB das Zentrifugat eine ebenso 
niedrige Oberflichenspannung zeigt wie die Oberflichenspannung des 
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zehnfach verdiinnten Serums, wahrend Sulfosalicylsiure und Phosphor. 
wolframsiure darin keine Triibung hervorgerufen haben. Da 
Anfangswert ziemlich hoch ist und sich im weiteren Zeitablauf immnic 
mehr erniedrigt, so kénnte es als kolloidaler Stoff von geringer Menge 
betrachtet werden. 


Ger 





Subs 











5proz. Schwefelsiure gelést. 
ich mit 10 cem eines 10fach verdiinnten Serums vermischt. 
wurde das Prazipitat abzentrifugiert und die Oberflachenspannung es 


c) EnteiweiBung mit Phosphorwolframsdure. 


5g Phosphorwolframsaure wurden in 100cem 2,5proz. Salzséure bzw. 
Verschiedene Mengen dieser Reagenzien habe 


klaren Zentrifugates gemessen: 


Tabelle V. 


Nach 2 Stunden 








Aus der Tabelle V 


Relative Oberflachenspannung 


Zimmertemperatur 17,5°C 


kann man 





i eg ol ag af 2& se Bemerkungen 
(3.¢| s= | = |y383 
jsem = BS PSEC= 
10fach verdiinnte 
. HCl-Phosphorwolf- | 0,999 | 1,001 | 1,00 | 1,002 
= ramsaure 
‘S | 10ccem des 10fach a ee ae 
= | verdinnten Serums 0,841 | 4 99) | gaue : as Zentrifugat leicht opali 
£ | + lem Phosphor. 0,834 ee 
= wolframsaure 
3 | 
é Dasselbe + 1,5cem 0.997 | Das Zentrifugat klar. Sulfo- 
eS) Phosphorwolfram- - 0,997 1,003 0,996 | salicyl. und *hosphorwolf: 
P 0,999 | , 
ot siure ’ ramsaurereaktion negativ 
& | Dasselbe + 2,0cem 
& | Phosphorwolfram- | 0,974 | 0,961 , 0,952 | 1,002 Dasselbe 
et saure 
= Dasselbe + 3,0cem 
Phosphorwolfram- | 1,003 | 0,962 0,949 0,990 Dasselbe 
siure | | 
- 10fach verdiinnte 
& | H,SO,-Phosphor- 0,998 | 1,003 1,00 1,003 
& wolframsiure ; 
J | 100m des 10fach 997, gs 
2 | verdiinnten Serums 1/00 0,980 0,899 | 0,998 | reaktion negativ. Phosphor 
: + 10cem Reagens ’ beers ~ gam Spur 
a, i | | positiv 
Zz Dasselbe Das Zentrifugat klar. Dic 
rH + 1,5cem Reagens | 1,002 1,00 0,994 | 0,998 beiden. Redilease negati: 
. Dasselbe | . 
} 4 2,0cem Reagens 1,003 | 1,007 1,005 | 0,999 Dasselbe 
NM | 
na Dasselbe 
ee + 3,0cem Reagens | 0,984 0,982 0,982 aa Dasselbe 
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cenommen wurden. Wenn das Zentrifugat gegen Sulfosalicylsiure 
noch positiv reagiert, so ist die Oberflichenspannung ziemlich niedrig, 
wie die des zehnfach verdiinnten Serums. Mit dem Verschwinden 
der Phosphorwolframsaurereaktion zeigt die OberflichenSpannung 
bedeutende Erhéhung bis zum Wasserwert. Aber beim weiteren Zusatz 
der Reagenzien wurde die Oberflichenspannung wieder ein wenig 
erniedrigt; das kann von der geringen Verunreinigung der Reagenzien 
herrihren, doch muB man dabei sich erinnern, da das Phosphor- 
wolframsiureprazipitat sich in iiberschiissigem Prazipitat teilweise 
wieder lésen kann?). 


d) EnteiweiBung mit Pikrinsdure. 


Man fiigt dem Serum 10fache Mengen gesittigter Pikrinséurelésung 
zu und zentrifugiert nach 1 bis 2 Stunden. Das Resultat war folgendes: 


Tabelle VI. 





Relative Oberflachenspannung 
Zimmertemperatur 17—17,5°C 


Bemerkungen 


cep z d [f8s0 
$74 | 22 | 3 (5323 
gse| = Z |sEOS 
Gesittigte Pikrinsiure- | 
lésung ...... . | 1,015 | 0,987 | 0,949 | 1,015 
Serum lecm + Pikrin- | 0,974 Q9R - on Sulfosalicylsaurereaktion 
sdurelésung 9ccm 0.967 | 9,925 | 0,887 | 0,956 negativ 
Dasselbe 1,015 | 0,938 | 0,886 0,956 Dasselbe 
Serum leem-+ Pikrin- | 0,907 rie = sh 
siurelésung 5ccm 0,894 0,856 0,807 — Dasselbe 
Serum lecem + Pikrin- | 1,015 “— a0 es 
siurelésung l4ccom 0.999 0,953 0,939 —_ Dasselbe 


Aus der Tabelle VI kann man ersehen, daB die Oberflachenspannung 
des Zentrifugats in allen Fallen ein wenig niedrig ist, wahrend alle 
Zentrifugate gegen Sulfosalicylsiure ganz negativ reagierten; die 
Phosphorwolframsiaureprobe kann man in diesem Falle nicht anwenden, 
weil das Reagens einen starken Niederschlag mit Pikrinsaure gibt. 
Diese Pikrinsiurelésung selbst war auch etwas kapillaraktiv, und ich 
habe zweimal fraktioniert umkristallisiert, trotzdem konnte ich es nicht 
weiter reinigen. Aber mit der Zunahme der Pikrinsdurelésung ver- 
mindert die Erniedrigung sich umgekehrt proportionell und erreicht 
endlich die Oberflichenspannung der Pikrinsiurelésung selbst. Deshalb 
kann man annehmen, daB® ein Teil der Erniedrigung von den nicht 


1) Rona und Strausz, Biol. Arbeitsmeth., Abtig. I, Teil 8, 8S. 715. 
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prazipitierten Serumkolloiden herriihrt, und die geniigende Menge 
Pikrinsaure (1 ccm Serum, 14 ccm gesittigte Pikrinsiurelésung) kapillar- 
aktive Substanzen des Serums auch fast vollstandig prazipitiert. 


e) EnteiweiBung mit Meta-Phosphorsdure. 


10fach verdiinntes frisches Kaninchenserum wurde mit verschiedenen 
Mengen 25proz. frisch bereiteter Meta-Phosphorséurelésung gemischt und 
die Oberflachenspannung des klaren Zentrifugates gemessen. Das Resultat 
ist folgendes: 


Tabelle VII. 





|| Relative Oberflichenspannung 
| Zimmertemperatur 14—14,5°C 


eg se | r- als Sno Bemerkungen 
wea) = | de | 323 
£33 fo = 3£08 
25 proz. Meta -Phosphor- | Phosphorwolframsaure 
sdureldsung ..... | 1,054 | 0,964 0,931 1,055 | reaktion gibt keine Tribung 
10 fach verdiinnte Meta- || | 
Phosphorsiurelésung _| 1,00 0,902 | 1,001 | 1,008 anes 
10 fach verdiinntes Serum | 0.826 | Sulfosalicylsdurereaktion 
9,5¢cem +- Meta-Phosphor- | 0.822  9;784 | 0,786 0,875 | negativ. Phosphorwolfram- 
siurelésung 0,5 cem | % sdurereaktion schwach pos. tiv 
10 fach verdiinntes Serum | 0.841 | 
9,0cem-+ Meta-Phosphor- | 0.794 | 9782 | 0,779 | 0,951 Dasselbe 
saurelésung 1,0cem |” | 
(0,865 | | 
’ | | D b 
Dasselbe | 0/842 | 0,820 | 0,791 | 0,951 | asselbe 
10 fach verdiinntes Serum 0.826 
8,5cem + Meta-Phosphor- 0.822 | 0,784 | 0,786 | 0,875 | Dasselbe 


siurelésung 1,5 cem | 

Aus der obigen Tabelle ersieht man folgendes: Die gebrauchte 
25proz., frisch bereitete Meta-Phosphorsiurelésung (Mercks Priiparat) 
enthalt eine Spur kapillaraktiver Substanz, aber kann praktisch fast 
rein betrachtet werden, weil sie bei zehnfacher Verdiinnung (2,5proz. 
Lésung) keine merkbare Erniedrigung der Oberflachenspannung zeigt. 
Alle Zentrifugate zeigen ziemlich starke Erniedrigung der Oberflachen- 
spannung, ganz so wie die des Serums, und die Phosphorwolfram- 
siurereaktion tritt schwach positiv auf, wahrend sie gegen Sulfosalicyl- 
siure negativ reagierten. Als gewohnliche EnteiweiBungsmethode 
wendet man 1,0 ccm 25proz. Meta-Phosphorsiurelésung gegen 10 ccm 
Flissigkeit an‘). Wenn man mehr Meta-Phosphorsiure (1,5 : 8,5 ccm) 
zusetzt, bleiben die Verhialtnisse doch ganz gleich. Diese kapillaraktive 


1) O. Folin and W. Denis, Journ. biol. Chem. 26, 491, 1916; 39, 259, 
1919. 
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Substanz scheint in relativ reichlicher Menge enthalten zu sein, weil 
der Anfangswert schon ziemlich niedrig ist und auch die Oberflichen- 
spannung der erfrischten Oberfliche sich nicht bedeutend erhdht. 


f) EnteiweiBung mit Kaolin. 

Kaninchenserum wurde 20fach verdiinnt mit destilliertem Wasser, 
dann mit N-Schwefelsiurelésung so weit schwach saver gemacht'), bis die 
anfinglich entstehende Triibung sich wieder aufzuhellen beginnt. Zu 10 cem 
der sauren Fliissigkeit wurden 2,0 bzw. 2,5 g Kaolin in kleinen Portionen 
unter stetem, tiichtigem Umschiitteln hinzugefiigt und bald abzentrifugiert. 
Das Resultat ist folgendes: 


Tabelle VIII. 





| Relative Oberflachenspannung 
Zimmertemperatur 16—16,5°C 





:* . . > 

Fee 2 Bee er $30 Bemerkungen 
| oe5a 

w@Zi gz | g= i. g8e9 

Ese Ss | Es ga0a 


10 ccm destilliert. muss | i | 
+ 3 Tropfen n-H, SO,- | 0,980 0,980 0,976 0,983 | Abzentrifugiert 
a + 2,5¢ Kaolin } 

Nicht korrigiert | 9:89 | o.g70 | 0,840 | 0,912 | 

a i gi | 0, 0, 861 | ’ | ’ ’ | 

te | | 40 com Flissigkeit 10 Tr. 


sc 0,761 | | | Saureli tark bt; 
Ry Sauer korrigiert | 9/747 | 0,743 | (0,740 | 0,796 | | mit welnetn 3 Tastien tas 


| || die Triibung verschwunden 











10ccm verdiinnten sauren | 0,988 0,985 | 0, 978 | 0,992 | _ Sulfosaliyle und Phosphor: 





Serums + 2,5g Kaolin | } ktion negativ 
Dasselbe | 0,988 | 0,986 | 0,981 | 0,987 | Dasselbe 
| | | 
10cem verdiinnten sauren | 0,990 | 0,991 | 0,989 0,995 | Dasselbe 


Serums + 2,0g Kaolin 


Der Blindversuch mit Normal-Schwefelsiurelésung und Kaolin zeigt 
Spuren kapillaraktiver Substanz an, deren Ursache ich augenblicklich 
nicht auffinden kann. Wenn man aber den Kaolinversuch mit diesem 
Blindversuch vergleicht, so mu8 man schlieBen, daB fast alle kapillar- 
aktiven Serumsubstanzen mit Kaolin weggegangen sind ; damit reagierte 
die Phosphorwolframsiure auch ganz negativ. 


g) EnteiweiBung mit kolloidalem Eisenoxyd. 

Von dem Merck-Praparat ,,Ferr. oxyd. dialys. in Lamellen“ habe ich 
5proz. Lésung hergestellt und verschiedene Mengen dieser Lésung zu 10 ccm 
vom 10fach verdiinnten Serum zugesetzt und dasselbe durch den Zusatz 
von 5 Tropfen gesittigter Magnesiumsulfatlésung koagulieren lassen. Von 
dem klaren Zentrifugat wurde die Oberflichenspannung gemessen: 


1) Biochem. Arbeitsmeth. 1, 686. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 17 
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Tabelle IX. 








| Relative Oberflachenspannung i 
| Zimmertemperatur 20—219C ! 
I Mies RES, 











|} eae g od Ree a Bemerkungen 
+a 3 $3 B) Cy 

“a a= 2= g= 

£2 € ala) Fe 

3U a) = a 


10 fach verdiinntes Serum | 0,862 | 0,838 | 0,828 | 0,828 
10cem verdinnt. Serums | Sulfosalicylsdurereaktion 
+ 2,0 cem kolloidalen | 0,948 | 0,914 0,916 | 0,914 | negativ, Phosphorwolfram. 
Eisenoxyds i || sdurereaktion Spur positiv 
10 cem verdiinnt. Serums | 
+ 3,0ccem Eisenoxyd | 
10cem verdiinnt. Serums | 
+ 4,0cem Eisenoxyd | 


0,997 | 0,979 | 0,978 | 0,978 | Die beiden Reaktionen 


negativ 











0,999 | 1,000 | 1,003 | 1,00 | Dasselbe 


Aus der Tabelle IX ersieht man, daB die Oberflichenspannung 
sich mit der Zunahme der zugesetzten Kolloidaleisenoxydlésung erhdht, 
indem zuerst die Sulfosalicylsiiurereaktion, dann die Phosphorwolfram- 
siurereaktion negativ ausfaillt; beim weiteren Zusatz der Kolloidal- 
eisenlésung zeigte die Oberflachenspannung genau den Wasserwert. 
In anderen Fillen habe ich mehrmals gesehen, daB die Oberflachen- 
spannung des Zentrifugats eine ganz gleiche Erniedrigung zeigt wie 
das Serum, wenn die Fliissigkeit durch die mangelhafte Wirkung der 
Kolloidaleisenlésung noch deutliche Sulfosalicylsiurereaktion: oder 
positive Hellersche Probe zeigte. Da kolloidales Eisenoxyd selbst 
weder Erhéhung noch Erniedrigung der Oberflichenspannung des 
Wassers verursacht und die zugesetzte Salzlésung auch eine ganz 
geringe Menge ist, so kann man aus diesem Wasserwert des Zentrifugats 
sicher schlieBen, daB die kapillaraktive Substanz durch passende Menge 
der Kolloidaleisenlésung ganz vollstindig gefallt wird. 


Ergebnisse der Untersuchung. 


1. Die maximal kapillaraktiven Substanzen des Serums sind 
kolloidaler Natur, weil sie durch die Abderhaldensche Hise nicht 
dialysieren. 

2. Wenn man die Globuline aus dem Serum mittels der Aus- 
salzungsmethode niederschligt, verindert die statische Oberflaichen- 
spannung der Fliissigkeit sich doch nicht merklich. 

3. Wenn das Serum durch verschiedene Methoden enteiweibt 
wird, so verhalten die Oberflichenspannungen der Zentrifugate sich 
sehr verschieden: Sittigungsmethode mit Ammonsulfat, die Methode 
mit Phosphorwolframsiure, Pikrinsiure, kolloidalem Eisenoxyd und 
Kaolin prazipitieren alle kapillaraktiven Substanzen fast vollstindig: 
dann folgt die Sublimatmethode; endlich kann man das Serum mit 
Meta-Phosphorsiure niemals von kapillaraktiven Substanzen befreien, 
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ja sogar zeigt die Oberflachenspannung dieses Zentrifugats fast die 
gleiche Erniedrigung wie die des Serums selbst. 

4. Wenn man diese Kapillaraktivitét des Zentrifugats mit seinem 
Verhalten gegen verschiedene Fillungsreaktionen der Eiwei®kérper 
(Hellersche Probe, Sulfosalicylsiure und Phosphorwolframsiure) ver- 
gleicht, so bemerkt man deutlich, daB die Kapillaraktivitaét ganz parallel 
mit positivem Grade der Reaktion liuft. Falls die Sulfosalicylsiure- 
reaktion deutlich positiv auftritt, ist die Oberflichenspannung fast 
gleich der des Serums; falls die Sulfosalicylsiurereaktion negativ, 
aber die Phosphorwolframsiurereaktion noch schwach positiv auftritt, 
ist die Oberflichenspannung der Fliissigkeit noch ziemlich erniedrigt. 
Erst nach dem Verschwinden der Phosphorwolframsiurereaktion 
erhéht die Oberflichenspannung sich bedeutend. _Deshalb scheint es 
mir sehr interessant zu sein, nach den Angaben von Graves und Kober!) 
mit 3proz. Sulfosalicylsiurelésung zu enteiweiBen, weil die kapillar- 
aktiven Substanzen des Serums durch Sulfosalicylsiure nicht voll- 
stindig gefallt zu werden scheinen. Leider war die Sulfosalicylsdure- 
lésung immer ziemlich stark kapillaraktiv, so daB ich sie bei dieser 
Untersuchung nicht verwenden konnte. Van Creveld?) gibt an, daB 
das Kammerwasser seine Oberflichenspannung nach der Enteiweibung 
mit Sulfosalicylsiurelésung nicht merklich erhéht. Alma Hiller und 
D.d.van Slyke) haben verschiedene Enteiwei®ungsmethoden des 
Blutes darauf untersucht, wie sie sich gegen mtermediiare Spaltungs- 
produkte der EiweiBkérper und Aminosiuren verhalten. Sie fanden: 
Phosphorwolframsaure und Pikrinsiure lieBen mit EiweiBkérpern auch 
ihre intermediiren Spaltungsprodukte wie Albumosen und Peptone 
aus einer Witte-Peptonlésung fast vollstiindig fallen, ohne Amino- 
siuren mitzureiBen; Trichloressigsiure bei einer unterhalb 5proz. 
Konzentration prizipitierten dagegen diese intermediiren Spaltungs- 
produkte, auch Aminosaduren, gar nicht; kolloidales Eisenoxyd, Queck- 
silberchlorid und Meta-Phosphorsiure standen zwischen Phosphor- 
wolframsiure und Trichloressigsiure in bezug auf Fallung der 
intermediiren Spaltungsprodukte. Wenn man ihre Resultate mit 
meiner Untersuchung vergleicht, findet man mehrere tibereinstimmende 
Punkte in den beiden Untersuchungen. Leider konnte ich nicht mit 
Trichloressigsiure arbeiten, weil sie selbst ziemlich stark kapillaraktiv 
ist. Doch ist es sehr auffallend, da die Oberflichenspannung des Zentri- 
fugats bei der Féllung der Albumosen und Peptone durch Ammonsulfat 
oder Phosphorwolframsdure fast Wasserwert zeigt, wihrend sie bei der 


1) Graves and Kober, Journ. Amer. chem. Soc. 37, 2430, 1915; auch zit. 
von Rona in Biol. Arbeitsmeth., Abtlg. I, Teil 8, H. 4, S. 721. 

2) Van Creveld, erscheint in Arch. Nied]. de Physiol. 

8) Alma Hiller and D. d. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 58, 253, 1922. 
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Anwesenheit der Albumosen und Peptone nach der EnteiweiBung durch 
Meta-Phosphorsdéure ganz gleich der des Serums bleibt. Wenn die Lipoide 
in dem am EiweiBkérper adsorbierten Zustande existieren, miissen sic 
bei der EnteiweiBung durch Meta-Phosphorsiure auch zusammen 
gefallt werden. 

5. Aus diesem Grunde kann man sagen, daB die erniedrigte Ober- 
flichenspannung des normalen Serums bzw. des Blutplasmas nicht von 
Globulinen oder Albuminen, sondern von Albumosen und Peptonen ver- 
ursacht wird, mit anderen Worten die maximal kapillaraktiven Sub- 
stanzen des Blutes Albumosen und Peptone sind. 

Zum SchluB nehme ich die Gelegenheit wahr, Herrn Prof. Ham. 
burger und Herrn Dr. R. Brinkman fiir die freundlichen Ratschlige 
bestens zu danken. 
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Ober die Bildung von Acetaldehyd bei der Vergirung 
yon Fructose, Galaktose, Saccharose, Maltose und Lactose 
durch Bacterium coli und Bacillus lactis aerogenes. 


Von 
K. Nagai. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiirexperimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1923.) 


Die neueren Untersuchungen tiber den Abbau der Kohlenhydrate 
haben ergeben, daB als Umsetzungsprodukt vielfach der Acetaldehyd 
auftritt und unter geeigneten Bedingungen in gréBerer Menge abgefangen 
werden kann. Fir Hefen und Pilze liegt ein betrachtliches Material 
iiber diesen Gegenstand vor, wihrend die entsprechenden Verhaltnisse 
bei den bakteriellen Prozessen weniger genau bekannt sind. Fir die 
Erreger der Essiggirung!), fiir die der Buttersiurebildung*) und der 
Cellulosezersetzung*) haben Neuberg und Mitarbeiter die Fahigkeit 
dargetan, Acetaldehyd zu bilden. Am Traubenzucker und zugehérigen 
Alkohol, dem Mannit, haben Neuberg, Nord und Wolff*) gezeigt, daB 
diese beiden Substanzen der Kohlenhydratreihe, gleich dem nahe ver- 
wandten Glycerin, durch Bacterium coli und den Bacillus lactis aerogenes 
unter Bildung reichlicher Mengen Acetaldehyd abgebaut werden. 


Bei der groBen Bedeutung, die verschiedenen anderen Zuckern im 
Haushalt der Natur zukommt, schien es nun von Wichtigkeit, auch diese 
Kohlenhydrate auf das Vermégen zu priifen, unter der Einwirkung 
von Bakterien Acetaldehyd zu liefern. Gewahlt wurden Fruchtzucker, 
Rohrzucker, Galaktose, Milchzucker und Maltose. Setzt man die 


1) Neuberg und Nord, diese Zeitschr. 96, 158, 1919. 

2) Neuberg und Arinstein, ebendaselbst 117, 269, 1921. 

3) Neuberg und Cohn, ebendaselbst 189, 527, 1923. 

4) Neuberg, Nord und Wolff, ebendaselbst 96, 133, 1919; 112, 144, 1920.° 
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genannten Zuckerarten dem Angriff des Bacterium coli und des 
B. lactis aerogenes aus unter den Bedingungen des Abfangverfahrens 
von Neuberg und Reinfurth), das sich als Abfangmittel schwefligsaure: 
Salze bedient, so erhilt man in allen Fallen?) Acetaldehyd in Mengen, 
die quantitativ bestimmt werden kénnen und zum Teil recht an. 
sehnlich sind. 


Spater bin ich dazu iibergegangen, den zeitlichen Verlauf der 
Acetaldehydbildung zu verfolgen; um die Zahl der Einzelversuche 
nicht allzu sehr anschwellen zu lassen, habe ich mich darauf beschriinkt, 
die Verhaltnisse bei der Fructose und der Lactose genauer zu: priifen. 
Dabei wurde nur der Abbau unter dem Ejinflu8 von B. coli studiert. 

Uber die Ergebnisse geben die im folgenden angefiihrten Versuche 
Auskunft. 

Zu diesen Versuchen ist folgendes grundsitzlich zu bemerken. 
Es wurden stets die Zuckerarten in volliger Reinheit verwendet; als 
Niahrlésung diente mit wenig Pepton versetztes Hefewasser, das in 
der gewohnten Weise bereitet und sterilisiert worden war. Zumeist 
wurde mit Dinatriumsulfit als Abfangmittel gearbeitet, gelegentlich 
auch mit Calciumsulfit. Wegen der sich bildenden Sauren ist ein Zusatz 
von steriler Kreide notwendig. Der entstandene Acetaldehyd wurde 
nach dem Destillations-Titrationsverfahren von Neuberg und Rein- 
furth (1. c.) ermittelt, 


1. 50 cem Hefewasser, 0,5 g Pepton und 5 g Galaktose. Dreimalige 
Y4stiindige Sterilisation im strémenden Dampf; darauf Zugabe von 
7,5cem fir sich sterilisierter 25proz. Lésung von Dinatriumsulfit 
(wasserfreiem Salz) sowie von 6g bei 160° entkeimten Calciumcarbonats. 
Alsdann Impfung mit drei Osen B. coli M.3). Am nachsten Tage war 
die Probe auf Acetaldehyd mit Nitroprussidnatrium und Piperidin nur 
schwach. Es erfolgte daher Nachimpfung mit abermals drei Osen der 
Kultur. Nach 4 Tagen wurden im Gesamtgirgut 97 mg Acetaldehyd 
festgestellt. 


2. 50 ccm Hefewasser, 0,5 g Pepton, 5 g Galaktose, 7,5 ccm 25proz. 
Dinatriumsulfit, 6 g kohlensauren Kalk. Vorbereitung und Behandlung 
wie zuvor. Impfung mit drei Osen von B. lactis aerogenes’). Am 
naichsten Tage Acetaldehyd schwach vorhanden. Nachimpfung mit 
drei weiteren Osen des Erregers. Nach 4 Tagen 120 mg Aldehyd. 


1) Neuberg und Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918. 

2) Unter meinen Versuchsbedingungen habe ich in den Ansitzen mit 
Milchzucker (und Galaktose) das von Emmerling (Ber. 88, 2477, 1900) 
beobachtete Galaktan nicht angetroffen. 

%) Stamm von M. Ficker, dem bestens gedankt sei. 

*) Stamm von M. Ficker. 


_ 


ee 


NOLES FE SRR RENIN SORA Raa ER HE RNR ON NS PNM ONE ROTH WA BF. 


etry uaeeene 











Bi 


war | 


Calei 
nach 
garg 
im V 
| 
Dina 
Die 
Alde 
Acet 
verb 


Nag! 
Tage 
erfol 
men, 


Ding 
nack 
reak 
(Zuc 


alde 
im 
brat 


25p 
Gir 








nd des Ly 


‘fahr: ns q ° ° 
‘SF war nicht nachweisbar. 


igsaurer 
Mengen, 


tht an. | 


uf der 
ersuche 
brankt, 
priifen, 
‘udiert, 


rsuche 


rerken, 
et; als 
das in 
umeist 
entlich 
Zusatz 


wurde 


Rein- 


malige 
e von § 


nsulfit 
onats. 


e war f 
n nur 


n der 
leh yd 


)proz. 
dlung 

Am 
¥ mit 
rd. 


n mit 
1900) 


























Bildung von Acetaldehyd bei der Vergiérung von Fructose usw. 263 


3. und 4. Kontrolle zu 1. und 2. ohne Sulfitzugabe. Acetaldehyd 


5. 100cem Hefewasser, 1g Pepton, 5g Galaktose, 15g steriles 


+ Calciumsulfit sowie 6g keimfreie Kreide, B. lactis aerogenes. Am 


nachsten Tage Aldehyd qualitativ erkennbar. Nach 4 Tagen im Gesamt- 
girgut 28mg Aldehyd. Wie ersichtlich, wirkt das Natriumsulfit 
im Vergleich zu CaSO, als kraftigeres Abfangmittel. 

6. 100 cem Hefewasser, 1 g Pepton, 10g Maltose, 15 cem 25proz. 
Dinatriumsulfitlésung, 12 g CaCO 3. Beimpfung mit drei Osen B. coli. 
Die Garung blieb 3 Tage lang schwach. Am vierten Tage war die 
Aldehydprobe deutlich. Nach einer weiteren Woche wurden 456 mg 
Acetaldehyd im Gesamtgirgut gefunden (es war noch reichlich un- 
verbrauchter Zucker zugegen). 

7. 100 cem Hefewasser, 1 g Pepton, 10g Maltose, 15 ccm 25proz. 
Na, SO3, Beimpfung mit drei Osen B. lactis aerogenes. Erst am fiinften 
Tage deutliche Aldehydprobe, nachdem am dritten Tage Nachimpfung 
erfolgt war; dann nach 48 Stunden 294 mg Acetaldehyd in der Gesamt- 
menge, die noch starke Zuckerproben gab. 

8. 100 cem Hefewasser, 1 g Pepton, 10 g Galaktose, 15 cem 25proz. 
Dinatriumsulfit, 12g CaCO,.. Impfung mit B. lactis aerogenes und 
nach 3 Tagen Nachimpfung; nach 2 Tagen nunmehr kraftige Aldehyd- 
reaktion. Nach 48 Stunden sodann 314mg Acetaldehyd insgesamt. 
(Zucker noch reichlich zugegen.) 

9. Gleicher Ansatz. Beimpfung mit B. coli. Nach 4 Tagen Acet- 
aldehyd kraftig nachweisbar. Darauf noch einwéchige Aufbewahrung 
im Brutschrank. Auch nach dieser Zeit war der Zucker nicht ver- 
braucht. Gefunden wurden im Gesamtgirgut 506 mg Acetaldehyd. 

10. 100cem Hefewasser, 1g Pepton, 10g Saccharose, 15 ccm 
25proz. Na,SO,, 12g CaCO,; Beimpfung mit drei Osen B. coli. Die 
Garung kam nur sehr langsam in Gang. Nach einer Woche im Ge- 
samtgirgut 276 mg Acetaldehyd vorhanden. 

11. Ansatz mit Rohrzucker wie vorher. Beimpfung mit B. lactis 
aerogenes. Am neunten Tage gefunden 243 mg Acetaldehyd. 

12. 100ccm Hefewasser, 1 g Pepton, 10g reinster Fruchizucker, 
15 cem 25proz. Dinatriumsulfit, 12 g Kreide. Beimpfung mit drei Osen 
B. coli. Nach 3 Tagen Nachimpfung. Nach weiteren 3 Tagen schritt 
ich zur Aufarbeitung, obwohl noch reichlich Zucker vorhanden war. 
Ermittelt wurden 547 mg Acetaldehyd. 

13. Versuch genau gleich dem vorigen, jedoch mit B. lactis aero- 
genes. Aldehydausbeute 323 mg. 

14. 100 ccm Hefewasser, 1g Pepton, 10g Milchzucker, 15 ccm 
25proz. Na,SO,z, 12g Kreide; drei Osen B. coli. Am fiinften Tage 
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starke Aldehydreaktion und Aufarbeitung trotz betrichtlichen Gehalics 
an Zucker. Erhalten 527 mg Acetaldehyd. 

15. 100 ccm Hefewasser, 1g Pepton, 10g Milchzucker, 15 ccm 
25proz. Na,SO,, 12g CaCO . Mit drei Osen B. lactis aerogenes setzte 
die Garung nur schwach ein. Deshalb Nachimpfung nach 3 Tagen. 
Nunmehr nach 48 Stunden Acetaldehyd sehr deutlich. Nach weiteren 
2 Tagen ohne Riicksicht auf noch vorhandenen Zucker Aldehyd- 
bestimmung, die 248 mg Acetaldehyd anzeigte. 

Die bisher mitgeteilten Versuche lehren, daB simtliche untersuchte 
Mono- und Disaccharide befahigt sind, beim Abbau durch B. coli und 
das B. lactis aerogenes Acetaldehyd zu liefern. Die erzielten Ausbeuten 
schwanken zwischen 0,56 und 5,47 Proz. Dabei ist zu beriicksichtigen, 
da8 keineswegs aller Zucker umgesetzt worden war. Nach friiheren 
Erfahrungen!) war mit der Méglichkeit zu rechnen, daB gebildeter Acet- 
aldehyd wieder verschwindet. Die im Giargut vorhandene Doppel- 
verbindung zwischen Acetaldehyd und schwefligsaurem Salz ist ja 
nicht vollkommen bestandig; durch Dissoziation wird Acetaldehyd frei. 
Der als Bodenkérper vorhandene kohlensaure Kalk sowie das sich 
bildende kohlensaure Natrium beeinflussen den Zerfall, der bei Brut- 
schranktemperatur (in allen Fallen 37°) bereits merklich ist. Wie 
Mazé, Perrier, Harden, Norris, Ehrlich und Haehn gezeigt®) haben, 
vermag der Acetaldehyd den verschiedenen Mikroorganismen als alleinige 
Kohlenstoffquelle zum Aufbau ihrer Leibessubstanz zu dienen. Dem- 
entsprechend kann der Acetaldehyd sowohl durch chemische als durch 
physiologische Vorgiinge eine Umformung erfahren. 

Um festzustellen, ob eine Abnahme an Acetaldehyd bei meiner 
Versuchsanordnung tatsachlich waihrend der Dauer der Experimente 
stattfindet, habe ich Serienversuche mit Fructose und Lactose vor- 
genommen, deren Ergebnis aus der nachstehend mitgeteilten Tabelle 
zu ersehen ist. . 

Die Ansitze wurden folgendermaBen gemacht. 

a) 400 com Hefewasser, 40 g Fructose, 4g Pepton, 60 ccm 25proz. 
Dinatriumsulfit, 48 g Calciumcarbonat (Sterilisation wie vorher an- 
gegeben). Beimpfung mit 12 Osen B.coli. Die erste Bestimmung 
wurde nach 24 Stunden und dann fortlaufend jeweils eine solche nach 
der in der Tabelle angegebenen Zeit ausgefiihrt. 

b) Ein genau gleicher Reihenversuch wurde mit Lactose unter- 
nommen. Die Mengenverhiltnisse waren im Ansatz mit Milchzucker 
die gleichen wie mit Fruchtzucker. 


1) Neuberg und Nord, diese Zeitschr. 96, 166, 1919; Newberg und Arin- 
stein, ebendaselbst 117, 273 und 293, 1921; Newberg und Cohen, ebendaselbst 
122, 212, 1921; Newberg und Cohn, ebendaselbst 189, 532, 1923. 

2) Zitiert nach Newberg und Nord, l.c., 8. 145. 
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In 50,0 com Gargut waren vorhanden mg 


Nach Tagen | Acetaldehyd TEBE a2 
a) beim Fructoseansatz | b) beim Lactoseansatz 
Que 21 29 
2 i 51 66 
3 | 65 lll 
Coe 112 178 
ech 184 205 
gs || 287 218 
15 HI 197 247 
36 144 148 





Anstieg und Abfall der Acetaldehydertrage sind unverkennbar ; 
bis 7 Proz. Acetaldehyd wurden beobachtet. 
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Uber die Bildung von Acetaldehyd 
beim bakteriellen Abbau von Sauren der Kohlenhydratreihe 
und verwandten Siuren. 


Von 
K. Nagai. 


(Ausdem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 


in Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 11. Juli 1923.) 


Wie in der voranstehenden Mitteilung!) erwihnt ist, kann Acet- 
aldehyd nicht nur aus zahlreichen Kohlenhydraten, sondern auch aus 
den zugehérigen Alkoholen hervorgehen, so aus Mannit und Glycerin. 
Im nachstehenden beschreibe ich Versuche, welche zeigen, da eine 
erfolgreiche Anwendung des Abfangverfahrens von Neuberg-Fédrber- 
Reinfurth auf die Vorgdnge beim bakteriellen Abbau verschiedener Sduren 
gleichfalls méglich ist. 

Gepriift habe ich eine Anzahl von Siauren, die teils direkt Ab- 
kémmlinge der Zuckerarten verschiedener Reihen darstellen, teils als 
Naturprodukte wichtig sind, nimlich die A pfelsdure, die d-Gluconséure, 
die d-Glycerinsdure, die d,l-Milchstiure sowie die d-Weinsiure. 

Die genannten sauren Substanzen kamen in Form von Salzen, 
und zwar als Kalksalze oder Alkaliverbindungen, zur Anwendung. In 
allen Ansatzen brauchte ich als Nahrlésung Hefewasser und als Stick- 
stoffzugabe Ammoniumsulfat. Als Erreger der Giarungen benutzte 
ich B. coli und B. lactis aerogenes. Als Abfangmittel diente iiberall 
Dinatriumsulfit unter Zugabe von kohlensaurem Kalk. In Abwesenheit 
des Abfangmittels entstand, wie ich mich iiberzeugt habe, kein Aldehyd. 
Samtliche genannten Sauren bildeten unter den angegebenen Be- 
dingungen Acetaldehyd. Quantitative Untersuchungen habe ich bei 
der Gluconsaure, Glycerinsiure und Milchsiure vorgenommen, wihrend 
ich mich bei der Apfelsiiure und der Weinsiure auf qualitative Proben 
beschrinkte. 


1) K. Nagai, diese Zeitschr. 141, 261, 1923. 
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Im einzelnen ging ich folgendermeBen vor: 

1. 100cem Hefewasser, 2g Apfelstiure, 0,5g Ammoniumsulfat 
sterilisiert und mit 2g keimfreier Kreide versetzt. Nach eingetretener 
Neutralisation Zugabe von 7,5ccm 25proz. Na,SO, sowie von 6g 
keimfreiem Calciumcarbonat. Nach kriftigem Umschiitteln und mehr- 
stiindigem Stehen der Mischung erfolgt Impfung mit drei Osen B. coli. 
Nach 2 Tagen deutliche Aldehydprobe, die nach 6 Tagen schwach wurde. 

2. Genau gleicher Ansatz mit Apfelsdéwre und den erwihnten 
Materialien. Beimpfung mit drei Osen B. lactis aerogenes. Nach 2 Tagen 
deutliche, nach 5 Tagen schwicher gewordene Aldehydreaktion. 

3. 100cem Hefewasser, 2g Dikalium-tartrat, 0,5 g Ammonium- 
sulfat, 6g kohlensaurer Kalk, 7,5 ccm 25proz. Na,SO,. Beimpfung 
mit drei Osen B. coli. Nach 7 Tagen spurenhafte Bildung von Acet- 
aldehyd. 

4. Ansatz wie 3., Beimpfung mit B. lactis aerogenes. Nach 3 Tagen 
schwache Probe auf Acetaldehyd, die nach einer Woche kraftig wurde. 

Sulfitfreie Kontrollversuche zu den Ansitzen 1 bis 4 enthielten 
nach gleichen Zeiten keinen Acetaldehyd. 

5. 4g Seignettesalz, 100 ccm Hefewasser, 0,5 g Ammoniumsulfat, 
6g kohlensaurer Kalk, 7,5 ccm 25proz. Dinatriumsulfit. Nach Be- 
impfung mit B. coli innerhalb 3 Tagen maBige Aldehydreaktion, die 
nach weiteren 4 Tagen nur noch angedeutet war. 

6. Entsprechender Ansatz mit 4g Seignettesalz, Beimpfung mit 
B. lactis aerogenes. Nach ‘3 Tagen deutliche, nach 5 Tagen mittel- 
starke, nach 7 Tagen kraftige Aldehydreaktion. 

Kontrollansitze mit 4g Seignettesalz ohne Beigabe von schweflig- 
saurem Natrium entwickelten keinen Acetaldehyd. 

Von der Wiedergabe der qualitativen Proben mit milchsauren, 
gluconsauren und glycerinsauren Salzen nehme ich Abstand und fihre 
die zahlenmaBigen Belege fir die quantitativ durchgefiihrten Experi- 
mente an. Dieselben sind als Reihenversuche angelegt, und die nach- 
folgenden Tabellen weisen aus, da bei der Verwendung der Kalksalze 
dieser Saiuren als Substrat die Menge des Acetaldehyds anstieg, um 
dann wieder abzunehmen. 


Gluconsdure : 


7. 20g gluconsaures Calcium, 1000 ccm Hefewasser, 5g Ammo- 
niumsulfat. Nach Sterilisation an drei aufeinander folgenden Tagen 
Zugabe von 60g keimfreiem kohlensauren Kalk sowie von 75 ccm 
25proz. Dinatriumsulfitlésung. Beimpfung mit 20 Osen einer Kultur 
von B. lactis aerogenes. Die Bestimmung des Acetaldehyds erfolgte 
in je 100ccm Gargut. 
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Nach Tagen | mg Acetaldehyd in 100 com Gargut 


39 
54 
47 


Glycerinsdure : 
8. Ansatz mit 20g glycerinsaurem Calcium in 1000 ccm Hefewasser, 


Zugabe von 5g Ammoniumsulfat, 60g kohlensaurem Kalk und 75 ccm 
der Dinatriumsulfitlésung. Einsaat von B. lactis aerogenes. 





Nach Tagen | mg Acetaldehyd in 100 ccm Gargut 


30 

43 

48 

9 

Milchsdure: 
9. 10g Calciumlactat, 500ccm Hefewasser, 2,5g Ammonium- 
sulfat, 30g Kreide, 37,5 com 25proz. Lésung von sekundirem schweflig- 
sauren Natrium. Beimpfung mit 15 Osen B. lactis aerogenes. 








Nach Tagen | ang Atsalidhast in 100 cum Clligat © 
SS T rn 
J 33 
14 48 
20 | 14 
Aus den mitgeteilten Daten ergibt sich, daB auch die Sauren 
der Kohlenhydratreihe und die ihnen so nahe verwandte Milchsiure 
nicht ganz unbedeutende Mengen Acetaldehyd liefern kénnen, wenn 
ihre Salze in Gegenwart eines Abfangmittels durch Bakterien abgebaut 
werden. 

















Uber den vermeintlichen Kolloidcharakter der Lésungen 
des Chloroforms und einiger seiner Verwandten. 
Von 
Panchanan Bose. 

(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10, Juli 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Experimentell laBt sich zeigen, dab die friihere Annahme von 
Traube (1) und seiner Schiiler, wonach eine Chloroformlésung bei der 
Messung der Oberflichenspannung deshalb keinen Ausschlag gibt, 
weil Chloroform als fliichtige Substanz in die Luft diosmiert, nicht 
richtig sein kann. Joachimoglu (2) konnte zeigen, daB eine Chloroform- 


lésung, die ein Stalagmometer passiert hat, Chloroform in erheblichen 
Mengen enthalt, was man sowohl chemisch als auch pharmakologisch 
leicht nachweisen kann. Auch eine Reihe von Halogenderivaten des 
Athans, Methans und Athylens (Dichlormethan, Tetrachlormethan, 
Athylendichlorid, Athylidenchlorid, Tetrachlorithan, Dichlorithylen, 
-Trichlorathylen, Pentachloraéthan, Hexachlorithan, Tetrachlorathan, 
Bromoform usw.) beeinflussen die Oberflichenspannung des Wassers 
nicht. Jedenfalls laBt sich bei der gewéhnlichen Messung durch Stalag- 
mometer eine Verinderung dieser physikalischen GréBe nicht nach- 
weisen. Aus diesen Befunden wurde von Joachimoglu der SchluB 
gezogen, daB die Traubesche Narkosetheorie auf die hier erwihnten 
Verbindungen nicht angewandt werden kann. Es zeigte sich weiter, 
daB auch andere Vertreter der Narkotica der Fettreihe nicht zu den 
kapillaraktiven Koérpern gerechnet werden kénnen, denn Fiihner (3) 
konnte nachweisen, daB Lésungen von Pentan, Hexan und Octan die 
Oberflichenspannung des Wassers nicht beeinflussen. 

Um diesen Schwierigkeiten aus dem Wege zu gehen, nehmen 
Traube und Klein (4) an, daf Lésungen des Chloroforms und anderer 
Narkotica der Fettreihe kolloider Natur sind. Insbesondere wird an- 
genommen, da es sich hier um kolloide Lésungen handelt, weil im 
Ultramikroskop submikrone Teilchen zu sehen waren. 

Biochemische Zeitschrift Band 141. 18 
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Es gibt eine Reihe von Kriterien, um zu entscheiden, ob es sich 
bei einer gegebenen Lésung um ein molekulardisperses System oder 
um ein kolloides System handelt. Es ist immer gewagt, lediglich auf 
Grund einer physikalischen Eigenschaft die Entscheidung zu treffen, 
ob der betreffende Stoff molekulardispers oder kolloid gelést ist. 

Molekulardisperse Lésungen unterscheiden sich von kolloidalen 
Lésungen durch folgende Eigenschaften : 

a) Optisches Verhalten: 
1. Tyndalleffekt. — 
2. Ultramikroskop. 
b) Gefrierpunktserniedrigung. 
c) Diffusionsvermégen: 
1. in Gallerten, 
2. durch Membranen. 
d) Verhalten bei der Ultrafiltration. 

Es ist mir von Prof. Joachimoglu die Aufgabe gestellt worden, 
auf Grund des Gesagten experimentell zu priifen, ob die Lésungen 
des Chloroforms und seiner Verwandten als molekulardisperse oder 


als kolloide anzusehen sind. 


I. Tyndallphinomen. 


Fiir diese und die folgenden Versuche wurden Lésungen mit folgenden 
Konzentrationen benutzt: 
Tabelle I. 





In 1 Liter Wasser 


| g 


Chloroform CHC\, | 7,445 
Dichlormethan CH,Cl, | 18,92 
Tetrachlormethan CCl, | Os 


Athylendichlorid : | 8B 


Tetrachloréthan | | 20 
2 | | 


Durch eine frisch bereitete Chloroformlésung wurde ein Lichtkegel 
geschickt und durch ein Nicollsches Prisma betrachtet. Es laBt sich fest- 
stellen, daB sowohl die Lésungen des Chloroforms wie auch die Lésungen des 
Dichlormethans, Tetrachlorkohlenstoffs, Athylendichlorids, Tetrachlorathans 
keinen Tyndalleffekt zeigen, wihrend eine unter genau denselben Be- 
dingungen gepriifte kolloidale Eisenlésung (Elektroferrol) ein sehr deutliches 
Tyndallphanomen aufwies. 


II. Ultramikroskop. 


Benutzt wurde ein Spaltultramikroskop nach Siedentop{ und Zsigmondy 
mit Kiivetteneinrichtung. Fiillte man die Kiivette mit reinem destillierten 
Wasser, so konnten im Gesichtsfeld zwei oder drei Teilchen sichtbar gemacht 
werden. Setzte man eine Elektroferrollésung zu, so waren die Teilchen kaum 
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zu zahlen. Nun wurde, ohne den Apparat zu verandern, die Elektroferrol- 
lésung mit destilliertem Wasser ausgespiilt, bis sich so viel Teilchen zeigten, 
wie vorher beim destillierten Wasser. Brachte man nun in die Kiivette 
eine Chloroformlésung, so war eine Vermehrung der Zahl der Teilchen 
nicht festzustellen, und ebenso verhielten sich die Lésungen von Dichlor- 
methan, Tetrachlormethan, Athylendichlorid, Tetrachlorathan. Zur Ver- 
meidung von Irrtiimern und Mi8verstandnissen méchten wir darauf hin- 
weisen, da8 unsere Liésungen vollkommen klar waren, d. h. ungeléste Trépf- 
chen nicht enthielten. Zwischen frisch hergestellten Lésungen und solchen, 
die einige Tage alt waren, ergab die ultramikroskopische Betrachtung keinen 
Unterschied. 


Ill. Gefrierpunktserniedrigung '). 


Diese Priifung wurde in bekannter Weise mit dem Beckmannschen 
Thermometer ausgefiihrt. In folgender Tabelle sind die experimentell 
gefundenen und theoretisch berechneten Werte zusammengestellt. 


Tabelle II. 





a ‘Gelendane Berechnete 
Werte Werte 
Chloroformlésung. ........ — 0,145 — 0,15 


Dichlormethanlésung ....... — 0,269 | —0,277 
Tetrachlorkohlenstofflésung. . . . — 0,01 | —0,0097 
Tetrachlorithanlésung ......) —0025 | —0,022 
Athylendichloridlésung .. ... . —0138 | —0]14 


IV. Diffusion in Gelatine. 


Eine 15proz. Gelatinelésung wurde in eine viereckige Schale 
(10 x 10 cm) in einer 5 cm hohen Schicht gegossen. Nachdem die Gelatine 
erstarrt war, wurde sie mit einer 3 em hohen Schicht von Chloroformlésung 
iiberschichtet. Nach 18 Stunden wurde die Chloro- 
formlésung entfernt, die Oberflache der Gelatine 
mit destilliertem Wasser gewaschen, die Gelatine PRT Se Ha 
aus der Schale herausgenommen und durch drei, Losung 
parallel zur Oberflache gehende Schnitte, wie §—_——-———-———— 
nebenstehende Zeichnung illustriert, in 4 Schichten = [-—--—----+ 
A, B, C und D geteilt. Zur Untersuchung auf . [~~ Gefine 
Chloroform wurden die Schichten A, B und C ver- 
wendet. Die Gelatine wurde zerkleinert und mit 
Wasser geschiittelt. Die wisserige Lésung wurde Abb. 1. 
auf Chloroform untersucht. Mit der Isonitrilprobe 4, B, @ je 1cem hohe Schicht. 
lieBen sich in drei Schichten, A, B, C, Chloroform D = 2m hohe Schicht. 
nachweisen. 

Da fiir die anderen Stoffe, Dichlormethan, Tetrachlormethan, Athylen- 
dichlorid, Tetrachlorithan, derartige charakteristische Reaktionen nicht 
existieren, haben wir uns damit begniigt, Chlor nachzuweisen. Zu diesem 














1) Es sei darauf hingewiesen, daB L. Michaelis in der Sitzung der Berl. 
Physiol. Ges. vom 15. Juli 1921 in einer Diskussionsbemerkung im Anschlu8 
an einen Vortrag von Taube erwihnt hat, daB Chloroform den Gefrierpunkt 
des Wassers so beeinflu8t, wie es von einem molekulardispersen gelésten 
Stoff zu erwarten ist. (Miindliche Mitteilung von Prof. Joachimoglu.) 


18* 
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Zwecke haben wir die nach dem Zerkleinern und Ausziehen mit Wasser 
erhaltene wasserige Lésung der Chlorverbindung der Destillation unterworfen. 
Bei der Flichtigkeit dieser Kérper muBte die Destillation mit besonderer 
Vorsicht vorgenommen werden. Als Vorlage benutzten wir ein von Stock 
angegebenes GefaB, welches auch fiir die Isolierung des Benzols aus Organen 
friiher gute Dienste geleistet hat (5). 

Die Vorlage enthielt gesittigte alkoholische Natronlauge. Nach be- 
endeter Destillation wurde der Inhalt der Vorlage erhitzt, vorsichtig mit 
Salpetersiure angesiuert und mit AgNO,-Lésung versetzt. Ein Nieder- 
schlag von AgCl zeigte uns an, daB in die Gelatine das betreffende Chlor- 
derivat diffundiert war, da Kontrolluntersuchungen bei reiner Gelatine 
niemals einen Niederschlag von AgCl gegeben haben. Nach diesem Ver- 
fahren konnten wir sowohl bei Dichlormethan als auch bei Tetrachlorathan, 
Athylendichlorid eine Diffusion nachweisen, wahrend der Nachweis bei 
Tetrachlormethan uns nicht gelungen ist. Dies ist wohl auf die geringe 
Léslichkeit dieser Verbindung in Wasser zuriickzufiihren. 


VY. Diffusion durch Membranen. 


Zu diesen Versuchen benutzten wir Diffusionshiilsen von Schleicher 
und Schill Nr. 579 (Durchmesser 16mm, Héhe 100mm). Die wiisserige 
Lésung der Chlorderivate wurde gegen destilliertes Wasser bei gewéhn- 
licher Temperatur 12 Stunden lang dialysiert. Zum Nachweis des Chloroforms 
in der AuBenfliissigkeit benutzten wir auch hier die Isonitrilprobe, die 
anderen Derivate lieSen sich nach dem Versetzen der wisserigen Lésungen 
mit alkoholischer Natronlauge, Erhitzen, Anséiuern mit Salpetersiure mit 
AgNO,-Lésung nachweisen. Gepriift wurden auBer Chloroform Dichlor- 
methan, Tetrachlorkohlenstoff, Athylendichlorid und Tetrachlorathan; alle 
zeigten ein positives Resultat. 

Was die Geschwindigkeit der Diffusion anbelangt, die fiir die Be- 
urteilung, ob es sich um molekulardisperse oder kolloide Lésungen handelt, 
wichtig ist, so haben wir auch in dieser Richtung Versuche unternommen. 
Bei Chloroform konnte nachgewiesen werden, da bei Dialysieren der 
gesittigten Lésung gegen destilliertes Wasser bereits nach 10 Minuten 
Chloroform in der AuBenfliissigkeit nachweisbar ist. 


VI. Ultrafiltration. 


Es wurde ein Kollodiumfilter nach Ostwald hergestellt. Um seine 
Brauchbarkeit nachzuweisen, benutzten wit ein Mastixsol. Die Teilchen 
wurden hier zuriickgehalten, wahrend bei Chloroform, Dichlormethan, 
Tetrachlorkohlenstoff, Athylendichlorid und Tetrachlorathan der Nachweis 
im Filtrat nach den oben geschilderten Proben ohne weiteres gelang. 


SchluBfolgerung. 

Die Versuche zeigen, daB Chloroform und die oben erwihnten 
Verwandten dieses Kérpers in ihren wisserigen Lésungen sich als 
molekulardisperse Kérper verhalten. Die Annahme T'raubes, dal 
sie die Oberflichenspannung des Wassers nicht verindern, weil sie 
in kolloider Form gelést sind, laBt sich demnach experimentell nicht 
stiitzen. 
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Was die Bedeutung dieser Versuche fiir die Narkosetheorien an- 
belangt, so ergibt sich daraus, daB die Schwierigkeit, die auf Grund 
des Verhaltens in bezug auf die Oberflachenspannung besteht, vor- 
laufig nicht beseitigt werden kann. Traube (a. a. O.) nimmt an: ,,Kine 
Lésung von Chlorkohlenstoff in Wasser ist eine mit bloBem Auge un- 
sichtbare Emulsion, lediglich von Submikronen und viglleicht nicht 
einmal Amikronen, denn waren Amikronen oder gar molekulardisperse 
Teilchen vorhanden, so wiirde die Lésung bei der Stalagmometer- 
untersuchung sich als oberflachenaktiv erwiesen haben.“ Diese 
Annahme kann nicht richtig sein. Es muB nach dem oben geschilderten 
Verfahren gelingen, nachzuweisen, daB Chloroform sich in kolloidaler 
Form lést. Aus der Tatsache, daB eine Oberflachenaktivitat bei Chloro- 
form nicht nachweisbar ist, ist man nicht berechtigt, den SchluB zu 
ziehen, daB es in kolloidaler Form vorhanden sein mu8. 


Literatur. 


1) Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 158, 307, 1913. — 2) Jo- 
achimoglu, diese Zeitschr. 120, 210. — 3) Fiihner, ebendaselbst 115, 259. — 
4) Traube und P. Klein, diese Zeitschr. Experimentelle Beitrage zur Theorie 
der Narkose 120, 111. — 5) Joachimoglu, diese Zeitschr. 70, 97, 1915. 











Uber einen Schwefelsiure-ester der Stirke. 


Von 
R. Tamba. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1923.) 


Seit langerer Zeit wei8 man, daB Schwefelsiiure-ester der einfachen 
Zuckerarten in der Natur vorkommen. Neuerdings ist nun festgestellt, 
daB auch Schwefelsiureverbindungen héher molekularer Kohlenhydrate 
im Pflanzenreiche auftreten. C. Neuberg und H.Ohle') haben gezeigt, 
dafs der. Agar eine solche Polysaccharid-schwefelsiure ist. Zu dem 
gleichen Ergebnis ist M.Samec*) gekommen, und P. Haas*) sowie 
B. Russel-Wells*) haben unter den Schleimstoffen aus Chondrus crispus 
ebenfalls die Atherschwefelsiure einer Polyose beobachtet. 

Bei dieser Sachlage schien es nun an der Zeit, Synthesen von 
Polysaccharid-schwefelsiuren auszufithren. Fiir den kiinstlichen Aufbau 
von Schwefelsiure-estern der niederen Zuckerarten haben C. Newberg und 
Mitarbeiter eine Reihe von Verfahren angegeben. Sie bestehen haupt- 
siichlich in der Einwirkung von Chlorsulfonsiure auf die Zuckerarten 
in Gegenwart siurebindender Mittel. Durch zweckentsprechendes 
Vorgehen kann man auf diesem Wege auch Schwefelsaure in das Molekiil 
der Starke einfiihren. Zu einer Verbindung, die allem Anscheine nach 
als eine Amylo-dischwefelséure aufzufassen ist, gelangte ich auf die 
folgende, mir von Prof. Newberg empfohlene Arbeitsweise. 

In einen mit zwei Offnungen versehenen Glaskolben brachte ich 
100 cem_ wasserfreies Pyridin und lie®B unter Kihlung langsam ein 
Gemisch von 13,3 cem Chlorsulfonsiure und 30 ccm absolutem Chloro- 
form eintropfen. Diese Zugabe erfolgte durch einen mit Chlor- 
calciumrohr versehenen Tropftrichter, wiihrend die andere Offnung 


1) Neuberg und Ohle, diese Zeitschr. 125, 311, 1921. 
2) Samec, Chem. Centralbl. 1922, I, 1113. 

3) Haas, ebendaselbst 1921, III, 1248. 

4) Russel-Wells, Biochem. Journ. 16, 578, 1922. 
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gleichfalls mit einem Chlorcalciumrohr verbunden war. Wurde 
beim Zusammenbringen der Ingredienzien kraftig geschiittelt, so war 
der sich bildende Niederschlag so fein verteilt, daB er bei gelindem Er- 
wirmen vollkommen in Lésung ging. J 

Die homogene Fliissigkeit wurde sodann in em starkwandiges 
gréBeres Reagenzglas iibergefiihrt. Dieses war mit einem gut passenden 
Korkstopfen verschlossen, der drei Durchbohrungen besa®B: eine fiir 
den mit Quecksilber abgedichteten Rihrer, eine zweite fiir ein Chlor- 
calciumrohr und eine dritte fiir einen weithalsigen Trichter. Letzterer 
war durch einen Gummischlauch auf einem in das Reagenzglas hinein- 
ragenden Glasrohr befestigt; der verbindende Gummischlauch konnte 
durch eine Klemmschraube verschlossen werden. 

Das Reagenzrohr wurde in ein siedendes Wasserbad getaucht und 
der Inhalt mittels einer Turbine lebhaft geriithrt. Durch den Trichter 
wurden dann in kleinen Anteilen 10,8 g reinste Starke hineingebracht, die 
zuvor im Hochvakuum vollkommen getrocknet und fein gepulvert war. 

Bei Zugabe der Starke ist dafiir Sorge zu tragen, daB dieselbe 
nicht an den Wandungen des Reagenzglases haften bleibt, sondern 
in die Pyridinlésung des Chlorsulfonsiure-additionsproduktes gelangt. 
Nach beendigtem Eintragen der Stirke, das 2 Stunden Zeit erforderte, 
wurde noch 2 bis 3 Stunden lang unter dauerndem Turbinieren im 
Wasserbade erwiirmt. Am Boden des GefiBes befand sich nunmehr 
eine zusammengeballte zihe, schleimige Masse. Von dieser goB man die 
iiberstehende Fliissigkeit ab, darauf wusch und knetete man das Reak- 
tionsprodukt mit absolutem Methylalkohol. Dieser nahm anhaftendes 
Pyridin-chlorsulfonat und -chlorhydrat auf. Die Behandlung mit dem 
Holzgeist ist solange fortzusetzen, bis kein Halogen oder anorganischer 
Schwefel mehr extrahiert wird. Dabei wurde zugleich die anfinglich 
schleimige Stirkeverbindung fest, blieb jedoch zunichst noch hygro- 
skopisch. Sie wurde jetzt mit 2 Litern destillierten Wassers behandelt ; 
hierin léste sich die durch Sulfurylierung gebildete Amylo-schwefelsiure, 
wihrend unverinderte Starke sich innerhalb 2 Tagen absetzte. Man 
dekantierte alsdann auf einen Trichter, wusch den Niederschlag mit 
etwas kaltem Wasser aus und engte die Lésung im Vakuum (unter- 
halb 40°) auf ein kleines Volumen ein. Die restierende Lésung lieB 
ich in absoluten Alkohol eintropfen und saugte die entstandene Fallung 
ab. Nach Auswaschen mit absolutem Alkohol betrug die Ausbeute 
etwa 8 g. 

Der so erhaltene Kérper muB frei von Chlor und anorganischen 
Sulfaten sein. Er enthalt jedoch reichlich organisch gebundene Schwefel- 
siure, deren Menge durch eine Soda-Salpeter-Schmelze und nachherige 
Fallung in Form von Bariumsulfat ermittelt wird. In dem Produkte, 
einem Pyridinsalz oder -Aggregat, wurden bei verschiedenen Ansiatzen 
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12,6 bis 13,3 Proz. Schwefel gefunden. Auf Grund dieser Analysen 
wurde die Substanz in ihr Kaliumsalz tibergefiihrt, und zwar so, dab 
auf 1 Mol. Schwefel 1 Mol. Kaliumhydroxyd verwendet wurde. 

Zur Umwandlung in das Kaliumsalz wurden 7,8g der Starke- 
schwefelsiure in 50 ccm Wasser gelést und mit einer frisch bereiteten 
Lésung von 1,82g KOH in 25ccm Alkohol versetzt. Darauf wurde 
noch so lange absoluter Alkohol hinzugefiigt, bis sich die kérnige Aus- 
scheidung des Kaliumsalzes nicht mehr vermehrte. Dasselbe wurde 
abgesaugt und mit wasserfreiem Alkohol gewaschen, bis die Substanz 
nicht mehr nach Pyridin roch und der abflieBende Weingeist nicht 
mehr alkalisch reagierte. Das auf diese Weise dargestellte Kaliumsalz 
ist nicht hygroskopisch und kann im Hochvakuum bei 78° (Alkohol- 
dampf im Heizmantel) iiber Phoshphorpentoxyd zur voélligen Konstanz 
getrocknet werden. 

Dureh die Behandlung mit alkoholischer Kalilauge tritt keine 
Verseifung ein. Alle Schwefelsiure befindet sich in organischer Ver- 
bindung mit der Starke. 

Zur Analyse wurde, da die Schwefelsiure sehr fest haftet, am 
einfachsten mit Soda und Salpeter geschmolzen, wihrend das Kalium 
durch Abrauchen mit Schwefelsiure bestimmt wurde. 

0,1676 g Substanz lieferten 0,0628 g K,SO, = 16,81 Proz. K, 

0,1564g »  0,0584g K,SO, = 16,75 ,, K, 

0,1916 g * 3 0,1988 g BaSO, = 14,22 ,,_ S, 

0,0702 g i me 0,0741 g BaSO, = 14,34 ,,_ S. 

Die Analyse der Substanz stimmt einigermaBen auf die Formel: 
C,H,0;(80,).K, + 2!/, H,O. Ein Kérper von dieser Zusammen- 
setzung wiirde 17,60 Proz. Kalium und 14,44 Proz. Schwefel enthalten. 

Unzweifelhaft ist die Verbindung ein Schwefelsiure-ester der 
Starke; er besitzt folgende Eigenschaften. Die Lésung in Wasser ist 
neutral gegen Lackmus. Auf Zufiigung von Salzsiure und Chlorbarium 
bleibt sie klar. Erst bei anhaltendem Kochen mit starker Salzsiure 
wird langsam Schwefelsiiure abgespalten. Die Loslésung der Schwefel- 
siure gelingt schnell nach dem Verfahren von Mandel und Neuberg'), 
d. h. bei einem Erwarmen der wiisserigen Lésung mit 30proz. Wasser- 
stoffsuperoxyd unter Beigabe von Chlorbarium, Salzsiiure sowie einer 
Spur Eisennitrat als Katalysator. 

Bariumchlorid bringt in der konzentrierten wisserigen Lésung des 
amyloschwefelsauren Kaliums einen Niederschlag hervor, der sich in Salz- 
siiure lést. Mit Calciumchlorid, Magnesiumsulfat, Kupfersulfat und 
Bleiacetat entstehen keine Fallungen; Bleiessig bewirkt einen gela- 
tinésen Niederschlag, der auf Zugabe von Ammoniak mehr pulverférmig 


1) Mandel und Neuberg, diese Zeitschr. 71, 196, 1915. 
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sore wird. Bleizucker und Ammoniak liefern gleichfalls eine schwer lésliche 

als Bleiverbindung, Kupferhydroxyd (erzeugt durch Kupfersulfat + Natron- 
jauge) wird mit blauer Farbe gelést. Fehlingsche Mischung wird von 

ea der Substanz direkt nicht, wohl aber nach voraufgegangener Hydrolyse 

vig mit heiBen Mineralsiuren reduziert. Mit Jod-Jodkaliumlésung erfolgt 

de Bkiuung. Diese Farbenreaktion ist jedoch auf eine Beimischung von 

- kleinen Mengen unveranderter Starke zu beziehen, wie sich aus folgen- 

le dem Verhalten ergibt. 

= Lést man 2g Kaliumsalz in 100 ccm Wasser und fiigt eine Messer- 

ht spitze hochwirksamer Takadiastase nebst 1 cem Toluol hinzu, so wird 

lz innerhalb 24 Stunden die anhaftende Starke verzuckert.  Filtriert 

i- man nach der Behandlung mit dem Ferment, engt im Vakuum ein und 

az fillt mit absolutem Alkohol, so erhalt man einen weiBen, in Wasser 
lislichen Niederschlag, dessen prozentische Zusammensetzung nun- 

- mehr eine Anderung und weitgehende Annaherung an obige Formel 

” erfahren hat. 

(0,2396 g Substanz gaben 0,0952 g K,SO, = 17,82 Proz. K, 

2 028122 - , 0,2340g BaSO,= 14,15 ,,_ S. 

% Die von beigemengter gewohnlicher Starke befreite und umgefiillte : 
Substanz enthielt also Schwefel sowie Kalium in einem Verhaltnis, ‘ 
das ziemlich genau der Zusammensetzung des Dikaliumsalzes von 
Amylo-di-schwefelsiure entsprach. Die Eigenschaften der Verbindung 
waren unverindert geblieben, nur die Jodreaktion war jetzt vdllig 
verschwunden. Daraus ergibt sich, daB der Schwefelsiure-ester der 

‘ Stirke nicht mehr befahigt ist, sich mit Jod zu bliuen. Das steht 

2 im Einklange mit den im hiesigen Institut gemachten Erfahrungen von a 

L. W.v. Kaufmann und A. Lewite*), welche gezeigt haben, daB die Besetzung 2 

r von Hydroxylen im Stirkemolekiil die Jodreaktion verhindert. 

t SchlieBlich fiihre ich noch die spezifische Drehung an. Sie war 





[a]p,, = + 134,5° 
( = 1,039, 7 = 1, ¢ = 0,766). 






1) v. Kaufmann und Lewite, Ber. 52, 616, 1919. 











Studien 
iiber das Verhalten der wichtigsten Kohlenhydrate (Qlucose, 
Galaktose, Fructose, Mannose, Maltose, Lactose, Saccharose; 
in stark saurer alkalischer sulfit- und bisulfithaltiger Losung. 


Ill. Mitteilung: 


Die Einwirkung von Alkalien auf die Kohlenhydrate; die Einwirkung yo 
Natriumsulfit auf die Kohlenhydrate, insbesondere auf Glucose; die Lin. 
wirkung von Natriumbisulfit auf die Kohlenhydrate. 


Von 
B. Bleyer und H. Sehmidt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der wissenschaftlichen Zweigste|| 
Miinchen der chemischen Fabriken Merck, Boehringer, Knoll.) 


(Eingegangen am 11, Juli 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Einwirkung von Alkalien auf die Kohlenhydrate. 


Gegen Hydroxylionen sind die Kohlenhydrate bedeutend empfind. 
licher als gegen Wasserstoffionen. 


So kann die Mutarotation schon durch Zugabe geringer Mengen von 
Alkalien — eimige Tropfen Ammoniak geniigen — augenblicklich zerstir 
werden. Stiirkere Alkalien bauen die Kohlenhydrate meist unter Verfarbung 
weitgehend ab. Ein hiaufiges Spaltprodukt ist die Milchsiure; daneben 
kommt es aber auch oft zur Bildung von Substanzen, die Nef'), der Haupt. 
bearbeiter dieses Gebietes, mit dem Namen Saccharine bezeichnet hat. 
Zu den interessantesten Arbeiten auf diesem Gebiete gehéren die Unter. 
suchungen von Lobry de Bruyn und van Eckenstein*®). Diese beiden Forsche: 
fanden, da die Kohlenhydrate, besonders aber die Hexosen und Pentosen, 
unter Einwirkung verdiinnter Alkalien oder alkalisch reagierender Salze. 
wechselseitig ineinander iiberzugehen vermégen. So bildet sich aus Glucose 
unter Umlagerung der 

HC=0 
| -Gruppe 
HCOH 


ein Gleichgewichtszustand mit Fructose und Mannose aus. Aber auch dic Pf 
Fructose und Mannose streben in verdiinnter alkalischer Lésung diesen fF 
Gleichgewichtszustand an, der wahrscheinlich iiber allen drei Zuckern ge- 
meinsame, von Wohl und Neuberg *) aufgestellte Enolform -COH=CHOH § 


erreicht wird. 


1) Nef, Liebigs Annalen 857, 294, 1907; 376, 89, 1910. 
*) Lobry de Bruyn und van Eckenstein, Ber. 28, 3078, 1895. 
8) Wohl und Neuberg, Ber. 33, 3095, 1900. 
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B. Bleyer u. H. Schmidt: Einwirkung von .Alkalien usw. | 


Angeregt durch das Verhalten, das die Zucker in saurer Lésung 
yeigten, versuchten wir festzustellen, ob nicht auch in alkalischer 
Lisung ahnliche GesetzmaiBigkeiten herrschen. Es ist ja schon lange 
bekannt, daB Alkalien selbst in groBer Verdiinnung eine Depression 
der spezifischen Drehung bewirken. Es war zu vermuten, daB dabei 
vielleicht primar eine Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten der 
niedrig drehenden Form eintritt. Die naheren Untersuchungen haben 
diesen SchluB gerechtfertigt. Wenn man z. B. Glucose in Normal- 
Natronlauge lést, so ist neben dem augenblicklichen Abklingen der 
Mutarotation eine Erniedrigung der spezifischen Drehung zu beobachten, 
die sicher nicht durch chemische Umsetzungen erklairt werden kann. 
Die durch chemische Einwirkung hervorgerufenen Drehungsiinderungen 
machen sich selbst bei stirkstem Alkali erst nach lingerer Zeit in einer 
langsamen Abnahme der Drehung bemerkbar. Wie bei der Einwirkung 
von Sauren hat man auch hier zwischen Mutarotation, primiren 
Drehungsiinderungen (Gleichgewichtsverschiebungen) und sekundiren 
Anderungen (chemische Einwirkung des Lésungsmittels) zu unter- 
scheiden. Die auftretenden Erscheinungen erfolgen nach der anderen 
Seite und wegen der groBen Empfindlighkeit der Zucker auch schon 
bei geringerer Konzentration der Lésung an OH-Ionen. Die Unter- 
suchungen erstreckten sich in der Hauptsache auf Glucose und Galak- 
tose und Lactose. 

1. Versuch. Angewandte Substanz: 0,75 g Lactose werden in 25 cem 
10n Natronlauge unter Schiitteln gelést. Die Lésung ist vollstiandig klar, 


und es findet’ auch innerhalb 20 Stunden nur geringe Verfarbung statt. 
Rohrlange 2dm. Versuchstemperatur 16 bis 17°. 





Zeit | Winkel | Spez. Drehung | Zeit | Winkel | Spez. Drehung 
Minuten | Grad } Grad Minuten Grad Grad 
“SB eee 70 | 1,50 25,0 
10° 180 | 30,0 ee aid Gas > aa ieee 
|. cae | ogee eo. Oe in 
40 L7. |e 


Das Verhalten der Lactose in stark alkalischer Liésung zeigt wie 
in stark saurer Lésung Anomalien. Hier findet innerhalb der ersten 
Minuten nach dem Auflésen eine bedeutende Erhéhung, dort eine 
Erniedrigung der Drehung statt. Die Anfangsdrehung von 1,8° bleibt 
lingere Zeit konstant, um dann erst langsam innerhalb eines Tages 
auf Null herabzusinken. Die Verfairbung, die dabei auftritt, ist gering. 
Es soll noch darauf hingewiesen werden, daB die Anfangsdrehung 
a = 30,0° der alkalischen Lésung sehr nahe mit der spezifischen Drehung 
der B-Lactose («% = 32 bis 35°) ibereinstimmt. 

2. Versuch. Angewandte Substanz: 0,75 g Lactose zeigen, unter den 
namlichen Bedingungen wie vorher in 25cem einer 5n Natronlauge gelést, 
folgende Drehung. Rohrlinge 2dm. Versuchstemperatur 16 bis 17°. 
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Zeit Winkel Spez. Drehung Zeit Winkel Spez. Drehuny 
Minuten Grad Grad Minuten Grad Grad 
oe ee 36,7 edit Costs. bos ae 5 
10 2,20 36,7 135 1,60 26,7 
30 2,10 35,0 oo 0,00 — 


Die spezifische Drehung der Lactose ist also nicht nur eine Funktion 
der Siurekonzentration, sondern auch, wie obenstehende Resultat: 
zeigen, der Laugenkonzentration, und zwar findet hier bei fallende; 
Konzentration an OH-Ionen ein Steigen des. Drehungswertes statt. 

3. Versuch. Angewandte Substanz: 2g Lactose werden in 25 com 


Normal-Natronlauge gelist. Rohrlinge: 2dm. Versuchstemperatur: 1( 
bis 17°. 





Zeit. | @: Winkel | Spez. Drebung 
Minuten ma Grad | Grad 
5 6,50 40,6 
30 650 | 406 


Auch hier zeigt sich durch Erhéhung der spezifischen Drehung 
die Abhaingigkeit von der Laugenkonzentration. 

Wenn diese primiren Drehungserniedrigungen nur durch eine 
Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten der niedrig drehenden 
Form bedingt sind und nicht durch chemische Umsetzung oder Iso- 
merisation, so muB die Lésung nach dem Neutralisieren der Lauge 
mit Saure wieder die normale spezifische Drehung zeigen. Zu diesem 
Zwecke haben wir nachfolgende Versuche aus- 
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soh—______1|....__| gefiihrt, die die Richtigkeit dieser Annahme 
bestatigen. 

z 4. Versuch. Angewandte Substanz: 2g Lactose 
werden in 25ccm Normal-Natronlauge gelést. 

40}- ————_—— Nach 3Minuten wird die Lésung auf 50cem ver- 


diinnt und zeigt nach 5 Minuten im 2-dm-Rohr 
bei Zimmertemperatur eine Drehung von 3,40", 
was einer spezifischen Drehung von 42,5° ent- 
30 spricht. 

5. Versuch. Wenn man 1g Lactose gleich in 
25ccm n/2 Natronlauge lést, so zeigt die Losung, 
unter den gleichen Bedingungen beobachtet wic 
vorher, ebenfalls eine Drehung von 3,4°. Man 
“4o +=sieht also, daB durch nachfolgende Verdiinnung 
Abb. 1. Abhingigkeit Macrae! ebenfalls eine Erhéhung der Drehung bewirkt 
Drehung der Lactose von der Wird. Das ist aber nur méglich durchVerschiebung 

Laugenkonzentration. des Gleichgewichts zugunsten der héher drehenden 

Modifikation. Der Ubersicht halber ist der Zu- 
sammenhang zwischen spezifischer Drehung und Laugenkonzentration in 
Abb. 1 graphisch dargestellt. 


6. Versuch. 2g Lactose werden in 25ccm Normal-Natronlauge gelést, 
nach 2 Minuten wird die Lésung durch Zusatz von 25cem Normal-Salzsaure 
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neutralisiert. Die nach 5 Minuten erfolgte Polarisation liefert im 2-dm- 
Rohr bei Zimmertemperatur einen Drehungswert von 4,00°, was einer 
spezifischen Drehung von «ep = 50,0° entspricht. 

Aus vorstehenden Versuchen ersieht man also, daB die Lactose- 
drehung in hohem Grade von der OH-lIonenkonzentration der Lésung 
abhingig ist. Mit steigender Laugenkonzentration fallt die spezifische 
Drehung bis zu einem bestimmten Werte, der der Drehung der B-orm 
des wasserfreien Zuckers sehr nahe kommt. Es ist daher die Vermutung 
nicht zu gewagt, daB unter dem EinfluB von OH-Ionen das Gleich- 
gewicht nach der Seite der niedrig drehenden Modifikation verschoben 
wird. Die chemischen Einwirkungen des Lésungsmittels und die damit 
verbundenen Drehungsabnahmen machen sich erst nach lingerer Zeit 
hemerkbar. Wird eine frisch bereitete Lésung von einer Normal-Natron- 
lauge auf die Halfte verdiinnt, so ist damit ein Steigen der spezifischen 
Drehung verbunden. Das niamliche Resultat (also eine Riickbildung 
des gew6hnlichen Gleichgewichtes der verschiedenen Formen) erhilt 
man durch Neutralisation der Siure mit Lauge. Die Drehung kommt 
dem normalen Werte sehr nahe. Diese Erhéhung der spezifischen 
Drehung beim Neutralisieren der Siure kann man sehr leicht zeigen, 
wenn eine Lésung von 2g Lactose in 10ccm Natronlauge, die bei 
Zimmertemperatur im 1-dm-Rohr «& = 7,0° dreht, tropfenweise mit 
konzentrierter Essigsiure oder Schwefelsiure versetzt wird. Dabei 
steigt entsprechend dem Fortgang der Neutralisation die Drehung 
langsam an. 

Auf Grund dieser Ergebnisse bei der Lactose war es naheliegend, 
auch die Glucose und die Galaktose in den Kreis der Untersuchungen 
hereinzuziehen. Vorausschickend erwihnen wir, daB wir bei diesen 
Zuckern aihnliche GesetzmaBigkeiten feststellen konnten. 


1. Versuch. 1g Glucose wird in 10 ccm 8n Natronlauge gelést. Die 
Lésung ist schwach gelblich und zeigt 5 Minuten nach dem Auflésen 
bei Zimmertemperatur im 1-dm-Rohr eine Drehung von 2,60°, nach 
45 Minuten eine Drehung von 2,25°, was einer spezifischen Drehung von 
26,0 baw. 22,5° entspricht. Der Wert der Glucose naéhert sich also ebenfalls 
dem Drehungswert der £-Modifikation, der nach Hudson bei 20,0° liegt. 
Auch hier ist es méglich, durch Verdiinnen der Lésung ein langsames An- 
steigen der Drehung zu beobachten. 

1g Glucose, in 10 cem Normal-Natronlauge gelést, zeigt 5 Minuten 
nach dem Auflésen im 1l-dm-Rohr einen Drehungswert von 3,2°. Die 
spezifische Drehung betragt also 32,0°; nach dem Verdiinnen auf die 
Halfte betrigt sie 2,00°, was einer spezifischen Drehung von 40,0° gleich- 
kommt. 

1g Glucose wird in 10 cem Normal-Natronlauge gelést. Nach 
3 Minuten wird die Lésung durch Zugabe von 10 ccm Normal-Salzsiure 
neutralisiert. - Die Drehung, nach 5 Minuten im 1l-dm-Rohr beobachtet, 
betragt 4,9° oder ap = 49,0°. 
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Zu einem ahnlichen Wert der spezifischen Drehung kommt. miain, 
wenn die Lésung von 1 g Glucose in 10cem Normal-Natronlauge langsam | iit 
konzentrierter Essigsiure neutralisiert wird. Dabei steigt mit dem Fortgany 
der Neutralisation, obwohl ja die Lésung dadurch etwas verdiinnter wird, 
die Drehung langsam auf einen Wert, der vom normalen Drehungswert 
nicht weit entfernt ist. Es kann also auch bei der Glucose das Gleichgew ic |); 
der stereoisomeren Form durch Variation der OH-lIonenkonzentrat ion 
zugunsten der héher oder niedrig drehenden Modifikation verschoben werde 


Bei Einhalten dieser Versuchsbedingungen liBt sich auch bei de1 
Galaktose ein ahnlicher Zusammenhang zwischen OH-Ionenkonzen. 
tration und der spezifischen Drehung der Lésung feststellen: 

Zum SchluB wollen wir noch erwihnen, daB bei Ubertragung 
der Versuche auf die Mannose interessante Ergebnisse zu erwarte 
sind. Aus Substanzmangel sind wir leider gezwungen, uns die Aus. 
fiihrung dieser Versuche zu versagen. Nach dem Verhalten der Glucose. 
Lactose und Galaktose in alkalischer Lésung und der Mannose in 
saurer Lésung ist zu erwarten, daB mit steigender Konzentration an 
OH-Ionen keine Verminderung der Drehung, sondern eine Erhéhung 
derselben eintritt, bis zu einem Werte, der dem von Hudson fiir dic 
zweite Modifikation angegebenen Drehungswert ap = 34,0 sehr nahe 
kommt. 

Man kann nun das Gesamtergebnis aus den Hauptabschnitten [| 
und III folgendermaBen formulieren : 


Verdiinnte Siuren, also Wasserstoffionen, und sehr verdiinnte 
Alkalien, also Hydroxylionen, bewirken nur ein rasches Abklingen 
der Mutarotation, das bei Alkalien augenblicklich erfolgen kann. 

In starker Siurelésung findet dann primar eine Erhéhung der 
spezifischen Drehung, bedingt durch Verschieben des Gleichgewichtes 
zugunsten der o-Modifikation, statt. Diesem Vorgange entspricht im 
alkalischen Medium ebenfalls primar eine Erniedrigung der spezifischen 
Drehung, bedingt durch Verschieben des Gleichgewichtes zugunsten 
der B-Modifikation. Sehr starke Siuren bewirken dann noch sekundiie 
Anderungen, indem durch chemische Einwirkungen des Lésungsmittels 
bedingte Kondensationen oder Esterbildungen weitere Drehungs. 
erhdhungen hervorrufen. Diese Prozesse sind an eine bestimmte Wasser- 
stoffionenkonzentration gebunden. Das Gegenstiick dazu bilden aut 
der anderen Seite die durch stiirkere Hydroxylionenkonzentrationen 
bedingten Isomerisations- und Abbaureaktionen der Zucker. Dabci 


ist aber zu beachten, daB die Hydroxylionen bereits in geringerer 


Konzentration wirksam sind als die Wasserstoffionen. 


Folgendes Bild wird die obwaltenden Vorgiinge noch besser hervor- 
treten lassen. Die Kondensations-, also die Aufbaureakticnen scheinen | 
meist sehr leicht iiber die #-Form zu gehen, wihrend der B-Modifikation | 
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it tn, Reine bevorzugte Konstruktion fiir Abbaureaktionen zukommen muB. 
ona | Bir die Kondensation ist die Gegenwart von Wasserstoffionen, fiir 
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Lactoseinversion erwihnt haben, geht der alkalische Abbau der Lactose 
ohne vorherige Spaltung in Galaktose und Lactose vor sich. Man mul 
daher auf Grund der vorhergehenden Versuche annehmen, dab die 
B-Form direkt in Glieder mit niederem Kohlenstoffgehalt zerfallen kann. 
Dabei ist allerdings noch nétig, daB sie zuerst noch in ein isomeres 
Zwischenprodukt iibergeht. Diese letzte Annahme gewinnt an Wahr- 
scheinlichkeit durch die Beobachtung Emil Fischers, daB neben o- und 
B-Methylglucosid auch noch ein von ihm y-Glucosid genanntes Isomere 
vorkommt. Es mu zu diesem Glucosid unbedingt auch eine bis jetzt 
noch nicht bekannte Modifikation der Glucose gehéren. Dieser Ge- 
danke hat eigentlich auch den Anla®& zur Ausfiihrung dieser Versuche 
gegeben. Wir wollten naimlich nicht die im vorstehenden Abschnitt 
, @behandelten Drehungsinderungen unter dem Einflu8 von Alkalien 
a. studieren, sondern auf Grund gewisser, nachher angegebener Vor- 
ation § stellungen iiber dieses Zwischenprodukt zu einem einwandfreien Ab- 
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fangen desselben beim Ubergange von Glucose in Milchsiure gelanyey [Neu 
Diese Versuche haben bis jetzt noch kein befriedigendes Erge)njfe tibet 
gezeitigt, aber sie gaben den Ansto8 zu den in diesem und dem folgeney f°" 
Abschnitt behandelten Versuchen. a 
Wir wollen besonders im Hinblick auf die Garungsversuche }\’j// wird 
stdtters (1. c.) im folgenden unsere Theorie entwickeln: Der 8-Glucose cil; aus 
man aufGrund zahlreicher experimenteller Ergebnisse folgende Konstitut ion glyo’ 
B-Glucose mes" 

auch 

HOCH eine 

infol 

HCOH Be 

HOCH ne i merk 

[oe | Was 


HO 
HCOH 


CH,OH Bee 
Unter dem Einflu8 von Hydroxylionen kann aber diese 8-Glucos § ei 
unter Umsténden in ein Isomeres iibergehen, das wir als y-Glucose bezeichnen der | 
wollen und dem nachstehend angegebene Form zugelegt werden kann} trat 
y-Glucose » der 
HOCH nied 
ay gem 
HCOH 

HOCH ‘sii, am 
wee » der 





COH a die 


HCOH 


> und 
CH,OH ) Dre 

Wie die Formeln zeigen, ist der y-Oxydring der £-Form in einen Ring}} und 

mit vier Kohlenstoffatomen iibergegangen, was durch folgende Schreibweis: [} asc 
noch klarer zutage tritt: erfo 
i ; 1 hoh 
CC —(" Gle 
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CH,OH 
Carbozyklische Verbindungen mit vier Kohlenstoffatomen sind aber 
nach der Baeyerschen Spannungstheorie labilere Verbindungen als div | 
Fiinf- und Sechsringe, und es ist nicht unméglich, daB sich aus dem Vierring 
unter Aufnahme von Wasser an den in der Abbildung bezeichneten Stellen 
2 Mol. Glycerinaldehyd bilden. Dieser Aldehyd geht dann leicht, wie | 
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Neuberg und Rewald') gezeigt haben, iiber Methylglyoxal in Milchsaiure 
iiber, was mit der Formel C,H,,0, = 2C,0,H, iibereinstimmt. Wir ver- 
suchten, die Zwischenstufe des Aldehyds abzufangen, allerdings bis jetzt mit 
negativem Erfolg. Dagegen erhalt man, wie schon Pinkus?) gefunden, sehr 
leicht Methylglyoxal, wenn die Lésung mit Phenylhydrazin und Lauge gekocht 
wird. Mit ganz schwachen Alkalien und bei niederer Temperatur kann man 
aus allen Zuckern, wie Neuberg mit Ortel*) und Rewald') gezeigt hat, Methyl- 
glyoxal gewinnen. Durch die Annahme dieser 7-Glucose gelingt es also, 
neben einer Erklarung fiir das Auftreten eines weiteren Methylglucosids 
auch ein in sich geschlossenes Schema fiir den Ubergang einer Hexose in 23 
eine Triose zu geben. Des weiteren wird ersichtlich, da8 auch Disaccharide 
infolge ihrer Aldehydgruppe ohne vorherige Inversion diesen Ubergang 
zeigen kénnen. Dieser vollzieht sich besonders leicht bei der Lactose, die 
merkwiirdigerweise im Gegensatz zu ihrer groBen Bestandigkeit gegeniiber 
Wasserstoffionen die gréB8te Empfindlichkeit gegen Hydroxylionen zeigt. 
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Zusammenfassung. 











1. Durch Einwirkung von Hydroxylionen auf die untersuchten 
Zucker (Lactose, Glucose und Galaktose) findet eine Erniedrigung 
der spezifischen Drehung statt, die bei steigender O H-Ionenkonzen- 
tration einem Werte zustrebt, der der Drehung der (-Modifikation 
der wasserfreien Zucker sehr nahe kommt. Man kann also diese Er- : 
niedrigung der Drehung durch Verschiebung des Gleichgewichts- 
gemenges zugunsten der niedrig drehenden Form deuten. 

2. In der Tat ist es méglich, durch Verdiinnung oder Neutralisation, 
am besten durch die sogenannte stufenweise Neutralisation, den EinfluB 
der OH-Ionen zu hemmen und damit eine langsame Drehungserhéhung, 
die bis nahe an den normalen Wert herangeht, zu bewirken. 

3. Es besteht also zwischen der Wirkung der Wasserstoffionen ad 
und der Hydroxylionen ein inniger Zusammenhang mit der spezifischen ? 
Drehung des Zuckers. Verdiinnte Sauren, also Wasserstoffionen, 
und sehr verdiinnte Alkalien, also Hydroxylionen, bewirken nur ein 
rasches Abklingen der Mutarotation, das bei Alkalien augenblicklich 
erfolgen kann. In starker Saurelésung findet dann primar eine Er- 
héhung der spezifischen Drehung, bedingt durch Verschiebung des 
Gleichgewichtes zugunsten der «-Modifikation, statt. Diesem Vorgange 
entspricht im alkalischen Medium eine Erniedrigung der spezifischen 
Drehung, die durch Verschieben des Gleichgewichtes-zugunsten der 
B Form hervorgerufen wird. Sehr starke Sauren bewirken dann noch 
sekundire Anderungen, indem durch chemische Einwirkung des Lésungs- 
mittels bedingte Kondensations- oder Esterbildungen weitere Drehungs- 
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Seite die durch starke Hydroxylionenkonzentration hervorgerufenen 
Isomerisations- und Abbaureaktionen der Zucker. 

4. Die Hydroxylionen wirken bereits in bedeutend geringerer 
Konzentration als die Wasserstoffionen. 

5. Der Ubergang der Hexosen oder auch der Disaccharide unter 
dem Einflu8B von OH-Ionen in Verbindung mit niederem Kohlenstoff- 
gehalt ist sicher ein Vorgang, der iiber verschiedene Zwischenstufen 
fiihren muB. Wir nehmen an, daB aus der B-Glucose unter Isomerisation 
sich primar die sogenannte y-Glucose bildet, die an Stelle des y-Oxyid- 
ringes einen Kohlenstoffring, bestehend aus vier Kohlenstoffatomen, 
enthalt, der wegen seiner geringen Bestindigkeit unter Aufnahme von 
zwei Molekiilen Wasser in Glycerinaldehyd zerfallen kann. Aus diesem 
Spaltprodukt bildet sich dann, wie von verschiedenen Autoren schon 
eingehend dargetan ist, ttber Methylglyoxal in gréBerer Menge Milch- 
siure. Bei den anderen Zuckern ist ein ahnlicher Abbau denkbar. 
Es ist nicht ausgeschlossen, daB der Abbau der Zucker in alkalischer 
Lésung demjenigen ahnlich ist, der unter bestimmten Bedingungen 
durch Enzyme veranlaBt wird. Fiir beide ist charakteristisch, daB sie 
ohne vorherige Inversion der Zucker méglich sind. 


Die Einwirkung von Natriumsulfit auf die Kohlenhydrate, insbesondere auf 
die Glucose. 

Auf diesem Gebiete sind polarimetrische Arbeiten im gréBeren Malf?- 
stabe unseres Wissens noch nicht ausgefiihrt worden. Dagegen haben 
garungschemische Arbeiten eine gleich groBe wissenschaftliche wie tech- 
nische Bedeutung erlangt. Neuberg!) und seiner Schule ist es gelungen, 
die gewohnliche alkoholische Giarung durch Zugabe von sekundiren 
schwefligsauren Salzen so zu leiten, daB Glycerin und Acetaldehyd — 
letzterer in Form des Sulfitkomplexes — in molekularem Verhiltnis auf- 
treten, und Connstein und Liiddecke*) haben wihrend des Krieges auf 
demselben Wege Glycerin in industriellem Ausma8 herzustellen vermocht. 

Wir sind zur Bearbeitung dieses Gebietes iibergegangen, weil wir 
auf Grund unserer im vorigen Abschnitt entwickelten Theorie versuchten, 
mit Natriumsulfit eines der méglichen Zwischenprodukte beim alka- 
lischen Abbau der Zucker isolieren zu kénnen. Wir wiahlten zu diesen 
Versuchen Natriumsulfit, weil dieses neben der alkalischen Wirkung 
auch intermediar auftretende Aldehyde zu binden — ,,abzufangen“’ — 
vermag. Fiir alle Versuche, die sich nur auf die Glucose beschrinken, 
wurde eine Lésung von 30g entwisserten Natriumsulfits in 100 ccm 
Wasser verwendet. Bei gewéhnlicher Temperatur wirkt diese Lésung 

1) Neuberg und Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; Neuberg und 


Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 92, 234, 1918. 
2) Connstein und Liiddecke, Ber. 52, 1385, 1919. 
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Einw. von Alkalien, Na,SO, und NaHSO, auf Kohlenhydrate. 287 
infolge der geringen Hydroxylionenkonzentration innerhalb 12 Stunden 
nicht merklich auf die Glucose ein. Erhitzt man aber diese Lésung einige 
Zeit zum Sieden, so farbt sie sich rasch rot, indem die Drehung langsam bis 
0° oder sogar bis — 1,0° abfillt. Siuert man diese gefairbte Lésung durch 
Zugabe einiger Tropfen Eisessig oder konzentrierter Salzsiure schwach 
an, so wird sie wieder hell. Dabei findet aber eine langsame Zunahme 
der Drehung im negativen Gebiete je nach der Zuckerkonzentration 
bis — 3,0 oder bis — 5,0° statt. Die Rechtsdrehung der Loésung 
geht also tiber Null in eine Linksdrehung iiber. Der Grund zu diesen 
nachtraglichen Drehungsinderungen beim Ansauern ist von vornherein 
nicht klar zu iibersehen. Bevor wir uns der Beantwortung dieser Frage 
zuwenden, wollen wir erst die experimentellen Daten zusammenstellen. 

Das bei den Versuchen verwendete Natriumsulfit wurde immer 
frisch durch Entwissern von kristallisiertem Natriumsulfit bei 120° 
hergestellt. Als vorteilhaft haben sich folgende Versuchsbedingungen 
erwiesen: 30g Glucose und 30g entwissertes Natriumsulfit werden 
in 100 ccm Wasser gelést und gegebenenfalls durch Filtration durch 
Asbest geklirt, um polarisationsfihige Lésungen zu erhalten. Im 
l-dm-Rohr zeigt die Lésung bei Zimmertemperatur eine Drehung von 
etwa 9,5°. Dieser Wert andert sich wahrend einiger Stunden nur gering- 
figig. Erhitzt man dann die Lésung am RiickfluBkihler zum Sieden, 
so nimmt die Drehung unter Verfirbung rasch ab. Nach 20 Minuten 
wird der ProzeB durch Abkiihlung unterbrochen. Die Lésung ist in- 
folge starker Rotfirbung schwer polarisierbar. Die Drehung ‘ist 0° 
oder auch schwach links. Wie schon eingangs erwahnt, klart sich 
die Lésung nach Zugabe von lccm konzentrierter Salzsiure oder 
konzentrierter Essigsiiure und zeigt dann eine langsame Drehungs- 
zunahme im negativen Gebiete bis zu —5,0°. Zur Erklarung dieses 
Phinomens nahmen wir zuerst an, daB der durch die Zersetzung sich 
bildende Glycerinaldehyd unter dem EinfluB des aus Natriumsulfit 
und Saure entstehenden Natriumbisulfits langsam in die Bisulfit- 
verbindung iibergeht. Wir sind von dieser Ansicht einstweilen ab- 
gekommen, weil wir noch keine einwandfreien experimentellen Beweise 
dafiir erbringen kénnen. Man muB aber aus der starken Verfairbung 
der Lésung unbedingt schlieBen, daB Spaltprodukte der Glucose auf- 
treten. Es hat sich weiter noch ergeben, daB langeres Kochen die 
nachfolgende Linksdrehung verringert. Das alles laBt darauf schlieBen, 
da8 hierbei verschiedene Reaktionen neben- und nacheinander sich 
abspielen. Stellt man z. B. nach der Vorschrift von Emil Fischer die 
Osazonprobe an, so erhalt man ein Gemisch der verschiedensten Osazone. 
Aus der starken beobachteten Linksdrehung ist zu schlieBen, da8 eine 
Verbindung mit diesem Drehungssinn in gréBerer und daher auch 
abscheidbarer Menge entsteht. Von allen hier méglichen Zuckern 
19* 
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kommt aber nur der Fructose Linksdrehung zu. Schon Neuberg und 
Mitarbeiter!) haben festgestellt, daB die Drehung einer Lésung von 
Glucose in Dinatriumsulfit nahezu auf 0 absinkt und die Flissigkeit 
die Reaktionen der Lavulose aufweist. Ihre Bildung kann man 
sich wie folgt erkliren: Die Natriumsulfitlésung reagiert infolge 
hydrolytischer Spaltung alkalisch. Wie Lobry de Bruyn und van Ecken- 
stein (1. c.) bereits fanden, bewirken OH-Ionen bei gewisser Konzen- 
. tration, vor allem bei héherer Temperatur, isomere Umlagerungen, 
d. h. es stellt sich in der Lésung ein Gleichgewicht verschiedener sterisch 
verwandter Zucker ein. Aus der Glucose bildet sich langsam ein Gleich- 
gewichtszustand zwischen Fructose, Glucose und Mannose aus. Der 
Drehungswert dieses Gleichgewichtsgemenges dieser drei Zucker ist 
von Null sehr wenig verschieden. Es lag nun nahe, anzunehmen, dati 
bei der oben erwaihnten Reaktion sich primar in der Hauptsache ein 
ihnlicher Gleichgewichtszustand herausbildet und daB sich die weiteren 
Anderungen als Verschiebungen dieses Gleichgewichtes deuten lassen. 
So wird z. B. dasjenige Kohlenhydrat, das die geringste Widerstands- 
fihigkeit gegen Alkalien besitzt, durch langanhaltendes Kochen langsam 
unter Zersetzung aus dem Gleichgewicht entfernt und so dauernd eine 
Verschiebung nach dieser Seite bewirkt, bis eben aller Zucker zersetzt 
ist. Ob dabei der Glycerinaldehyd als Zwischenprodukt auftritt, wird 
sich schwer feststellen lassen, da wahrscheinlich unter den gegebenen 
Bedingungen sehr rasch eine Umlagerung in Methylglyoxal statt- 
finden wird. In der Tat wird ja auch bei langerer Kochdauer die nach- 
folgende Linksdrehung der Lésung immer geringer, was einwandfrei 
auf Zersetzung schlieBen 14Bt. Wird der Versuch, wie in obiger Vor- 
schrift angegeben, schon nach 20 Minuten Kochdauer unterbrochen, 
so gelingt es, ein anderes Umwandlungsprodukt der Glucose, nimlich 
die Fructose, zu fassen, da es gelingt, die Drehung des Gleichgewichts- 
gemenges so zu veraindern, daB die Drehung der Fructose mehr zur 
Geltung kommt. Es ist auch nicht schwer, sich von den inneren Zu- 
sammenhangen, die zu diesem Resultat fiihren, ein anschauliches Bild 
zu machen. Wird die durch Erhitzen rot gefirbte und nahezu optisch 
inaktiv gewordene Lésung tropfenweise mit konzentrierter Essigsiure 
oder Salzsiure versetzt, so wird im ersten Augenblick schweflige Saure 
frei, die aber sofort mit iiberschiissigem Natriumsulfit unter Bildung 
von Natriumbisulfit reagiert. Dieses wird sich entsprechend seiner 
Konzentration an die in der Lésung vorhandenen Aldosen, insbesondere 
an die Glucose und Mannose anlagern und mit diesen Natriumsalze 
der aldehydschwefligen Sauren bilden. Damit ist aber unbedingt eine 
Anderung der Gesamtdrehung des Gleichgewichtsgemenges zu erwarten. 
Wie im letzten Abschnitt zu diesem Zwecke gezeigt wird, besitzen 


1) Neuberg, Reinfurth und Hirsch, diese Zeitschr. 105, 326, 1920. 
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diese aldehydschwefligen Sauren, die ebenfalls in verschiedenen stereo- 
jsomeren Formen existieren kénnen, Gleichgewichtsdrehungen, die von 
Glucose 
NaHSO, 
wird der Strahl des polarisierten Lichtes mehr oder weniger weit, im 
Durchschnitt im 1-dm-Rohr bis 1,0° nach rechts abgelenkt. Die Fructose 
bildet, wie durch besondere Versuche gezeigt wurde, unter diesen 
Konzentrationsbedingungen kein Anlagerungsprodukt. Sie wird also, 
nachdem die anderen Gleichgewichtskomponenten durch Natrium- 
bisulfit und durch nachfolgende Umwandlung der entstehenden stereo- 
isomeren Formen ineinander sozusagen optisch neutralisiert sind, 
durch ihre charakteristische Linksdrehung die Gesamtdrehung des 
Gleichgewichtes bestimmen. Entsprechend dem Fortgange der Bildung 
der aldehydschwefligen Siuren wird die Drehung der Lésung ins negative 
Gebiet hereinwandern. Der Versuch bestitigt diese Annahme voll- 
kommen. Diese Ansicht gewinnt noch durch einige eindeutige Ver- 
suche bedeutend an Wahrscheinlichkeit. 

Wenn nur die primaire Bildung von Natriumbisulfit, die eine 
Bildung von aldehydschwefligen Siuren zur Folge hat, der ausschlag- 
gebende Faktor ist, dann mu8 es auch gelingen, lediglich durch Ein- 
leiten von Schwefeldioxyd in die erhaltene alkalische, rot gefirbte 
Natriumsulfit-Glucoselésung dieselben Effekte zu bekommen. Zu 
diesem Zwecke haben wir zwei Versuchsserien durchgefiihrt: 

1. 10ccm der nach der eingangs angegebenen Vorschrift erhaltenen 


Null sehr wenig verschieden sind. Je nach dem Verhiltnis 


- Lésung werden im Polarimeterrohr bei Zimmertemperatur tropfenweise 


mit konzentrierter Essigséure (ungefahr 1 ccm) versetzt; die Losung klart 
sich zusehends und zeigt eine Drehung von ungeféhr 0°. Innerhalb einer 
Stunde wachst aber die Drehung im negativen Gebiet bis zu einem Wert 
von ungefahr — 3 bis — 4°. 

2. In 10 ccm derselben Lésung wird Schwefeldioxyd im langsamen 
Strom eingeleitet, die Lésung klart sich ebenfalls entsprechend dem Fortgang 
der Bisulfitbildung: nach 45 Minuten zeigt sie im 1-dm-Rohr dieselbe 
Linksdrehung wie die nach der ersten Methode erhaltene Lésung. Aus 
diesen beiden Versuchen geht einwandfrei hervor, daB das Auftreten von 
Natriumbisulfit, verbunden mit einer Bildung von aldehydschwefligen 
Sauren der Grund fiir die nachtraglichen Drehungsanderungen der Lésung ist. 

Zum SchluB haben wir noch durch Darstellung des fiir die Fructose 
héchst charakteristischen Methylphenylosazons nach der Vorschrift 
von Neuberg dieselbe in dem endgiiltigen Gemisch identifiziert. 

50 cem der erhaltenen Lésung werden mit Essigsiure schwach an- 
gesiuert, durch langeres Absaugen das Schwefeldioxyd entfernt, dann mit 
5g Methylphenylhydrazin und so viel Alkohol, als zur Lésung notwendig 
ist, versetzt und 5 Minuten auf einem kochenden Wasserbade erwiirmt. Der 
sich nach einiger Zeit ausscheidende rétliche Niederschlag wurde zur 
Reinigung éfter aus Alkohol umkristallisiert. Die erhaltenen gelbroten 
Nadeln zeigten einen Schmelzpunkt von 158°, der mit dem des Methy]- 
phenylosazons der Fructose iibereinstimmt. Auf eine naihere Analyse der 
Verbindung wurde verzichtet. 
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Zusammenfassung. 


1. Durch die Einwirkung von Natriumsulfit in geeigneter Kon- 
zentration bei héherer Temperatur auf Glucose ist es hier also zum 
erstenmal gelungen, den von Lobry de Bruyn und van Eckenstein auf 
Grund der Analyse aufgestellten Ubergang der Glucose in Fructose 
und Mannose so zu leiten, daB dabei die Fructose mit ihrer charak- 
teristischen Linksdrehung direkt im Polarimeterrohr nachgewiese 
werden kann. 

2. Bei der Ausfiihrung der Versuche darf eine bestimmte Koch- 
dauer nicht iiberschritten werden, weil sonst die entstehende Fructose 
unter der Einwirkung der OH-Ionen der Lésung weiter zu Produkten 
mit niederem Kohlenstoffgehalt abgebaut wird, was aus der starken 
Verfairbung der Lésung geschlossen werden muB. 

3. Die im Gleichgewicht mit anderen Hexosen und sicher auch 
mit Triosen befindliche Fructose erteilt der Lésung die fiir sie charak- 
teristische Drehung, weil das durch das Anséiuern entstehende Natrium- 
bisulfit sofort mit den Aldehyden unter Bildung von aldehydschwefligen 
Siuren reagiert, die, wie im letzten Abschnitt gezeigt wird, infolge 
gegenseitigen Uberganges verschiedener stereoisomerer Formen_ in- 
einander unbedeutende schwache Rechtsdrehung besitzen. Die Fruc- 
tose bildet unter diesen Bedingungen kein solches Anlagerungsprodukt. 


4. Eine Klarung der Lésung und somit auch ein Ubergang der 


Drehung ins negative Gebiet laBt sich bewirken, indem man anstatt 
der Neutralisation mit Essigsiure in die Lésung einen langsamen 
Strom von Schwefeldioxyd einleitet. Damit ist einwandfrei bewiesen, 
daB die primaire Bildung von Natriumbisulfit der Grund zu diesen 
Drehungsanderungen ist. 

5. Die Fructose (als Umwandlungsprodukt) konnte als Methy!- 
phenylosazon identifiziert werden. 


Die Einwirkung von Natriumbisulfit auf die Kohlenhydrate. 


Uber dieses Gebiet konnten wir auBer den Arbeiten Kerps!), dic 


hauptsachlich vom nahrungsmittelchemischen Gesichtspunkt aus unter- 
nommen wurden und zur Darstellung der glucoseschwefligen Saure 


gefiihrt haben, in der Literatur keine weiteren Arbeiten finden. Fiir 


uns war es, wie im vorhergehenden Abschnitt auseinandergesetzt 
wurde, wichtig zu wissen, welche Drehungsinderungen die Glucose, 
Fructose und Mannose unter dem Einflu8 von Natriumbisulfit erleiden. 
Spiter haben wir auch noch die anderen Kohlenhydrate untersucht. 


Diese Versuche bringen nun wichtige experimentelle Beweise fiir unsere 


1) Kerp, Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt 21, 180, 372; 26, 231, 269. 
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im zweiten Abschnitt aufgestellten Theorien der Mutarotation. Nach 
dem dort angefiihrten Schema 
Aldehydform [= «-Form (6-Form) ~~ £-Form («-Form) 
miissen die Kohlenhydrate auch schon in neutraler Lésung schwache 
Aldehydeigenschaften zeigen, waihrend bis jetzt nur in alkalischer 
Losung diese Reaktionen studiert wurden. Man war daher auch geneigt 
anzunehmen, da®B erst unter dem Einflu8B von OH-Ionen Aufspaltung 
des Ringes unter Bildung der Aldehydform erfolgt und stellte daher 
folgendes Schema fiir die Mutarotation auf: 
a-Form == Hydrat <= §-Form. 

Wir haben im Abschnitt IT eingehend ausgefiihrt, warum wir 
von diesem Schema abgekommen sind. 

Auf Grund unserer Ansicht iiber die Mutarotation muB es also 
nicht nur méglich sein, das Gleichgewicht zwischen den beiden stereo- 
isomeren Formen zugunsten der einen oder anderen Modifikation zu 
verschieben, wie es sehr leicht durch Wasserstoff- und Hydroxylionen 
geschieht, sondern es miissen auch durch Einwirkung von Natrium- 
bisulfit Verainderungen zugunsten der Aldehydform médglich sein. 
Wenn dabei die Bindung der Aldehydstufe recht rasch stattfindet, so 
kann es vorkommen, da auch in wisseriger Lésung eine schnelle 
Abnahme der Mutarotation eintritt. Die folgenden Versuche werden 
diese Annahmen vollkommen bestatigen. 

Die verwendeten Natriumbisulfitlésungen wurden immer frisch 
hergestellt und nétigenfalls durch Asbestfiltration vor Zusatz der 
Zucker geklart. 

1. Einwirkung von Natriumbisulfit auf Glucose'). 

1g Glucose und 1 g Natriumbisulfit (rein) werden in 10 ccm Wasser 
gelést. Die Lésung reagiert gegen Phenolphthalein negativ und gegen Lack- 
mus sehr schwach alkalisch. Rohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18 bis 20°. 





Zeit | Winkel | Spez. Drehung | Zeit | Winkel | Spez. Drehung 
Minuten | Grad Grad Minuten | Grad Grad 
2 5,70 | 57,0 30 2,90 | 29,0 
5 3,10 61,0 60 2,50 25,0 
10 4,35 | 43,5 180 250 | 25,0 
20 3,50 35,0 oo 2,50 | 25,0 


1 g Glucose und 2g Natriumbisulfit werden in 10 ccm Wasser gelost. 





wohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18 bis 20°. 





Zeit Winkel | Spez. Drehung Zeit Winkel Spez. Drehung 
Minuten Grad Grad Minuten | Grad Grad 
ear es ae 20 1,50 15,0 
2 4,80 48,0 30 1,00 10,0 
5 3,50 35,0 60 0,95 9,5 
10 2,40 24,0 oo 0,90 9,0 


1) Siehe Abb. 2 und 3 der graphischen Darstellungen. 
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292 B. Bleyer u. H. Schmidt: 


1 g Glucose und 3g Natriumbisulfit werden in 10 ccm Wasser geliis 
Rohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18 bis 20°. 





Zeit Winkel | Spez. Drehung Zeit Winkel Spez. Drehun, 
Minuten Grad Grad Minuten Grad * Grad 
2 4,20 42.0 45 0,40 4,00 
5 3,10 | 31,0 60 0,30 3,00 
10 1,95 19,5 fone) | 0,30 3,00 
20 1,00 10,0 | 


Wie man aus vorstehenden Tabellen und noch besser aus 
der graphischen Darstellung ersieht, ist schon innerhalb der ersten 
Minuten nach dem Auflésen die Mutarotation fast vollkommen 
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Abb. 2 u. 3. Abhangigkeit Abb. 4. Die Drehung von Galaktose, 
der Glucosedrehung von der Lactose und Mannose bei Einwirkung 
Bisulfitkonzentration. von Natriumbisulfit. 


abgeklungen, Die Lésung zeigt aber noch keine konstante Drehung, 
sondern diese nimmt je nach dem Natriumbisulfitgehalt der Lésung 
bis zu einem konstanten Endwert ab. Die Enddrehung ist ebenfalls 
eine Funktion der Bisulfitkonzentration und um so niedriger, je héher 
dieselbe ist. Wir denken uns den Vorgang folgendermafen: 
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Aus der Aldehydform der Glucose und Natriumbisulfit bildet 
sich unter Wiederaufrichtung des fiinften asymmetrischen Kohlenstoff- 
atoms die glucoseschweflige Saiure, von der aber, wie von der Glucose 


selbst, zwei stereoisomere Formen existieren kénnen, die dann dhnlich 
wie bei der Mutarotation ineinander iibergehen. Die Drehung dieses 
(ileichgewichtsgemenges liegt, wie auch schon Kerp beobachtet hatte, 
sehr nahe bei Null. Nach dieser Methode ist es méglich, auf bequemere 
Weise, wie Kerp angibt, die glucoseschweflige Saure zu erhalten. Die 
Isolierung derselben geschah nach den Vorschriften Kerps. Wir haben 
ebenfalls filzige Nadeln erhalten, die nicht weiter untersucht worden sind. 

Wie aus Versuch 3 der vorstehenden Versuchsserie folgt, laBt 
sich auf diese Weise die Glucosedrehung in einem Gleichgewicht fast 
vollstindig ausschalten, weil bei dieser Sulfitkonzentration die spezi- 
fische Drehung der entstehenden glucoseschwefligen Siiure nur 3,0° 
betragt. Von dieser Tatsache haben wir im vorhergehenden Abschnitt 
Gebrauch gemacht. 


2. Einwirkung von Natriumbisulfit auf die Galaktose'). 


1 g Galaktose und 3 g Natriumbisulfit werden in 10 cem Wasser gelést. 
Rohrlinge 1dm. Temperatur 18°. 





Zeit Winkel Spez. Drehung 
Minuten Grad Grad 

10 5,00 50,0 

20 260 «| 260 

30 2,00 20,0 

co 1,00 10.0 


3. Einwirkung von Natriumbisulfit auf die Lactose'). 


1 g Lactose und 3 g Natriumbisulfit werden in 10 ccm Wasser geloést. 
Rohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18°. 





Zeit | Winkel Spez. Drehung Zeit Winkel | Spez. Drehung 
Minuten Grad Grad Minuten Grad Grad 
Ge jo Bee 0 30 150 | 160 
10 2,00 20,0 oo 1,30 13,0 
20 1390 | 180 


Wie vorstehende Tabellen und die Abbildung zeigen, gilt das bei 
der Glucose Gesagte auch fiir die Galaktose und Lactose. 


4, Die Einwirkung von Natriumbisulfit auf Fructose. 
lg Fructose und 3g Natriumbisulfit werden in 10cem Wasser gelost. 


Rohrlinge 1dm. Versuchstemperatur 18°. 


1) Siehe Abb. 4 der graphischen Darstellungen. 














294 B. Bleyer u. H. Schmidt: 





Zeit Winkel Spez. Drehung Zeit Winkel Spez. Drehuny 
Minuten Grad Grad Minuten Grad Grad 
1,5 — 11,00 110,0 30 — 9,80 98,0 
2 — 10,50 105,0 60 — 9,80 98,0 
5 — 10,00 100,0 oc — 9,80 98,0 
15 — 9,80 98,0 


Die Fructose zeigte in dieser Lésung die gewohnliche Mutarotation. 
Der Einflu8 von Natriumbisulfit auf die Carbonylgruppe ist also, wic 
zu erwarten war, geringer als auf die Aldehydgruppe. Die Fructose- 
drehung wird nur unwesentlich beeinfluBt und tritt dann, wie im vorher- 
gehenden Abschnitt gezeigt wurde, bei Ausschaltung der Glucosc- 
drehung durch Natriumbisulfit in Erscheinung. Vielleicht ist es méglich, 
auf diesem Wege eine bequeme polarimetrische Trennungsmethode 
dieser beiden Kohlenhydrate auszuarbeiten. Wenn ein festes Gemisch 
dieser beiden Zucker vorliegt, ist die Methode bei Beriicksichtigung 
der geringen Glucosedrehung ohne weiteres brauchbar. 


6. Die Einwirkung von Natriumbisulfit auf Saccharose. 
1 g Saccharose und 3 g Natriumbisulfit werden in 10 cem Wasser gelést. 
Rohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18°. 





Zeit Winkel Spez. Drehung Zeit Winkel Spez. Drehung 
Minuten Grad Grad Minuten Grad Grad 

1,5 5,20 52,0 40 5,20 52.0 

2 | 5,20 52,0 oo 5,20 52,0 

5 520 | 520 


Wie zu erwarten war, wird die Drehung von Saccharose durch 
Zugabe von Natriumbisulfit nicht geindert, weil keine Aldehyd- und 
Ketogruppen in dieser Verbindung vorhanden sind. 


6. Die Einwirkung von Natriumbisulfit auf Maltose. 
1 g Maltose und 3 g Natriumbisulfit werden in 10 ccm Wasser gelost. 
Rohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18°. 





Zeit Winkel Spez. Drehung Zeit Winkel | Spez. Drehung 
Minuten Grad Grad Minuten Grad Grad 

15 10,00 100,0 25 980 | 980 

3 10,00 100,0 oo 9,50 95,0 

5 9,80 98,0 | 


Wie bei der Einwirkung starker Siuren, so macht auch hier dice 
Maltose eine bemerkenswerte Ausnahme. Wahrend bei den tbrigen 
Aldosen nennenswerte Drehungsainderungen stattfinden, zeigt dic 
Maltose sofort nach dem Auflésen eine fast konstante Drehung, die 
sich nur innerhalb lingerer Zeit um 0,5° vermindert. Es ist schwer, 
sich ein einwandfreies Bild von diesem Verhalten der Maltose zu machen. 
Sicher wird auch hier die Aldehydform durch Bindung gleich nach 
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dem Auflésen festgelegt. Da dann aber keine weiteren nennenswerten 
Drehungsinderungen mehr erfolgen, scheint nur ein sehr geringer 
Ubergang der beiden stereoisomeren Formen der aldehydschwefligen 
Siiuren ineinander stattzufinden, der vielleicht durch einen Ubergang 
der niedrig drehenden Form in die héher drehende Form teilweise 
ausgeglichen wird. 


Zum Schlu8 wurde auch die Mannose unter ahnlichen Bedingungen 
untersucht. 


7. Die Einwirkung von Natriumbisulfit auf Mannose’). 


1 g Mannose und 3 g Natriumbisulfit werden in 10 cem Wasser gelist. 
Rohrlange 1dm. Versuchstemperatur 18°. 





Zeit Winkel | Spez. Drehung Zeit Winkel Spez. Drehung 
Minuten Grad Grad Minuten Grad Grad 

a ee} - ee 10 +-1,00 +10,0 

3 — 0,50 | — 50 20 +1,16 +11,6 

5 | +0,00 + 0,0 ae a 4133 


Das Verhalten der Mannose in Natriumbisulfitlésung gleicht dem 
in wasseriger Lésung vollkommen. Auch hier verwandelt sich die 
Linksdrehung der Lésung langsam in eine Rechtsdrehung. Besonders 
auffallend ist, daB der Endwert der Drehung (13,3°) der gew6éhnlichen 
spezifischen Drehung der Mannose sehr nahe kommt. Die Mannose 
wird wahrscheinlich, da sie von allen Zuckern die ausgeprigtesten 
Aldehydeigenschaften besitzt, schon innerhalb der kurzen Zeit des 
Auflésens mit Natriumbisulfit unter Bildung der aldehydschwefligen 
Saiuren reagieren. Der Ubergang der beiden stereoisomeren Formen 
erfolgt dann ziemlich langsam. 


Zusammenfassung. 

1. Aus allen diesen Versuchen folgt, daB es méglich ist, die Drehung 
des Gleichgewichtsgemenges der stereoisomeren Formen, die in saurer 
Lésung vorwiegend zugunsten der héher drehenden, in alkalischer 
Lésung zugunsten der niedrig drehenden Modifikation verschoben wird, 
auch in neutraler Lésung durch Natriumbisulfit zugunsten der Aldehyd- 
form zu verschieben. 

2. Man ist daher unbedingt gezwungen anzunehmen, da auch 
in wasseriger Lésung die Aldehydform bereits vorgebildet ist und nicht 
erst unter Aufspaltung des y-Oxydringes gebildet wird. Die Annahme, 
daB das nach der Mutarotation sich einstellende Gleichgewicht min- 
destens aus drei Formen (der a-, B- und Aldehydform) zusammen- 
gesetzt ist, tritt dadurch aus dem Stadium der Hypothese. 


1) Siehe Abb. 4 der beiliegenden graphischen Darstellungen. 
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3. Nicht nur durch Einwirkung von Wasserstoff- oder Hydroxy)- 


ionen, sondern 


er u. H. Schmidt: Einwirkung von Alkalien usw. 


auch durch Natriumbisulfit unter Bildung von aldehyi- 


schwefligen Siuren ist ein sehr rasches Zerstéren der Mutarotation 


méglich. 


4. Die Einstellung des Gleichgewichtes in verschiedenen Lésungen 
wird durch nachfolgendes Schema veranschaulicht: 


Aldehydform 
nO0 
HCOH 
HCOH 
HCOH 
HCOH 

CH,OH 


Hohere Kohlenhydrate 
(Disaccharide, Dextrine) 


A 

| 

i 

«-Form B-Form 
eee Se i ON 
ee HCOH —— HCOH 
eee Oo ~ By. 

“at bt ar a 
ea HCOH ea ng, HCOH 
a HC ae ES 

HCOH HCOH 
CH,OH CH,OH 


| 
| 
iiber Isomerisation zu 


niedrigen Kohlenhydraten 
(Saccharine, Triosen) 


ARETE +» = Gleichgewicht in wisseriger Lésung. 
sirsecinicajanaii — = Gleichgewicht in saurer Lésung. 

eRe) eo —» = Gleichgewicht in alkalischer Lésung. 
isiietncmepipaearay x» = Gleichgewicht in bisulfithaltiger Lésung. 
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Zur Frage nach dem Einflu6B der Arsen- und Antimon- 
verbindungen auf die fermentative Funktion des Organismus. 


I. Mitteilung. 


| Der Einflu8 einiger Arsen- und Antimonpriparate auf die Speichelamylase'), 


Von 
J. A. Smorodinzew und Fr. E. A. Iliin. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der IT. Moskauer Staats- 
Universitat. ) 


(Eingegangen am 14. Juli 1923.) 


Die Antimon- und besonders die Arsenverbindungen spielen schon 
seit langem eine hervorragende Rolle unter den Arzneimitteln und er- 
freuen sich, namentlich in den letzten Jahren, der besonderen Auf- 
merksamkeit einiger Forscher, welche sie vom Standpunkte der spezi- 
fischen Chemotherapie studieren. Da die Lebensprozesse im Organismus 
aus der kombinierten Tatigkeit einer ganzen Reihe von Fermenten 
entstehen, so bietet zum  besseren Verstindnis des Mechanismus 
oder, besser gesagt, des Chemismus der Wirkung der erwahnten Pripa- 
rate eine genaue Bekanntschaft mit dem Charakter ihres Einflusses 
auf die einzelnen fermentativen Funktionen des Organismus ein hervor- 
ragendes Interesse dar. 

In dieser Beziehung ist vorliegende Frage noch sehr wenig erforscht. 

Es ist uns nur gelungen, eine Abhandlung zu finden, in welcher 
unter anderem von der Wirkung einiger Arsen- und Antimonverbin- 
dungen auf das Ptyalin die Rede ist. Indem Chittenden und Peinter?) 
das Reduktionsvermégen der Zerfallsprodukte der Starke unter der 


1) Mitgeteilt in einer Konferenz im Tropeninstitut des Gesundheits- 
kommissariats am 15. Februar 1923. 
2) Chittenden and Peinter, Transact. of Con. Acad. 7, 60, 1878. 
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‘inwirkung der Speichelamylase bei Gegenwart von Arsen- und 
Antimonverbindungen bestimmten, konstatierten sie, daB As,O, bei 
einem Gehalt von 0,003 Proz. im Medium den Saccharafizierungs. 
prozeB beschleunigt, ebenso wiirden 0,00015 bis 0,015proz. H;As(,. 
Lésungen wirken, doch gebe sich schon bei 0,025proz. eine hemmende 
Wirkung kund. Brechweinstein férdere ihrer Ansicht nach die Ver- 
dauung der Starke bei 0,015 Proz. und beginne bei 0,1 Proz. schidlich 
zu wirken. 

Es ist heutzutage sehr schwer, sich die gewiinschten Praparate 
zu verschaffen, auBerdem gibt das Antimon iiberhaupt sehr wenige wasser- 
losliche Verbindungen, die zum Studium in der erwahnten Beziehung 
taugten. Aus diesem Grunde mu8ten wir uns vorderhand mit einem 
Doppelsalz aus Kaliumtartrat und Antimonoxyd oder mit Brech- 
weinstein, welche therapeutisch verwandt werden, und mit Antimon- 
trichlorid begniigen. In Anbetracht dessen, daB das letztgenannte 
Praparat nur in Salzsiure und Weinsiure léslich ist, waren wir gendtigt, 
parallele Versuche mit beiden genannten Sauren anzustellen, um, so 
weit méglich, auch ihren EinfluB8 im Gemenge in Betracht ziehen zu 
kénnen. Das Arsen benutzten wir in Gestalt von Natriumarseniat 
und Kalium- und Natriumarseniten, die haufig zu medizinischen 
Zwecken verwandt werden. Wir bestrebten uns, Antworten auf zwei 
Fragen zu erhalten: 1. auf welche Weise die genannten Praparate 
den ProzeB der Verdauung der Starke durch die Speichelamylase 
beeinflussen, und 2. in was fiir Konzentrationsgraden sie imstande 
sind, den ihnen eigentiimlichen EinfluB kundzugeben. 

Um diesen Zweck zu erreichen, glaubten wir am geeignetsten uns 
der Roberts schen'), von Wohlgemuth*) weiter ausgearbeiteten Methode zu be- 
dienen und betrachteten als Kriterium die Erreichung des ,,achromatischen 
Punktes‘‘*) in einer 0,1 proz. Lésung der léslichen Starke Kahlbaum im Laufe 
von 30 Minuten bei 38°. Der Speichel wurde in einer Reihe von Probier- 
rohrchen dermafen verteilt, daB ein jedes nachfolgende zweimal weniger 
als das vorhergehende enthielt. Die dabei erhaltenen Resultate sind in 
Tabellen (I bis VIII) dargestellt, in denen typische Faille aus einer Reihe 
von analogen Beobachtungen angefiihrt sind. Im allgemeinen bestatigten 
und vervollstindigen die Daten unserer Versuche Chittendens und Peinters 
Beobachtungen. Da diese Verfasser freie Sauren, wir aber Salze derselben 
Sauren benutzten, so darf angenommen werden, daB der hemmende Einflul} 
in diesem Falle gerade dem Arsen, nicht aber den H’-[onen oder den Ionen 


der Alkalimetalle zuzuschreiben ist. Dagegen mu die beschleunigende 
Wirkung minimaler Dosen von Arsen und arseniger Saéure in Chittendens 


und Peinters Versuchen, welche von uns nicht beobachtet wurden, den 


1) W. Roberts, Proc. Royal. Soc. 82, 145, 1881. 
« °) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
3) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreichs 2, 
156, 1920 (russisch). 
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Tabelle I. Doppelsalz aus Kaliumtartrat u. Antimonoxyd. Antimontrichlorid. 





: Konzens St daciiab toate des letzten a 
Nr. Reagens tration des : farblosen oe 
: des Ferments Denhi Ferment+ 
Reagens Probiers os 
cinheiten 


rohrchens!) 


C,H, 0,- “$0 0,018 N Speichel 1 :; 25 3 8 
2 CHOKS. 6 0,018 N 1:25 3 8 
3 H,O = 1; 25 5 32 
4 SbCl, 0,2 N 1:25 Alle sind - 
5 SbCl, 0,2 N ‘ 1: 25 gefirbt —~ 
6 SbCl, 0,02 N a 1: 25 l 2 
7 SbCl, 0,02 N ‘ 1: 25 1 2 
8 H,O — 1: 25 5 32 


1) Bei der Feststellung des ,,ac dentine ischen Punktes‘* muB in Betracht 
gezogen werden, da das Doppelsalz Kalium und Antimontartrat Jod 
bindet und in entsprechend gréBerer Menge zugesetzt werden. mub. 








Tabelle II. Doppelsalz aus Kaliumtartrat u. Antimonoxyd. Antimontrichlorid, 


\} 
i Hemmende 


H Konzen: . . des letzten Konzentration 
A Konzentrat ee 
ier — nape des Ferments fprobiess Mole Proz. im 
| rohrchens kular Gemenge 
9) C,H, O80 0,18 N —— Speichel trans 9 0,0007 0,003 
10 C,H %<8bO| 0,18 N : 1,400 9 0,0007 | 0,003 
Ml CH0<K, 0,06 N —— 7 | 0,0009 | 0,004 
1:400 | 
12, CHO<Sb0) 0,06 N —_ 7 0,0009 | 0,004 
13) Ch Oe<Sh0, 0,018 N 400 6 0,0006 0,002 
14, C,H 195< $0 | 0,018 N , 1:400 | 6 | 00006 | 0,002 
15 SbCl, | 001 N Bae 0,00004 | 0,00008 
16 SbCl, | 001N »  1:400 9 0,00004 | 0,00008 
17 SbCl, | 0005 N | 1:400 8 0.00004 | 0.00008 


Tabelle III. Antimontrichlorid. Salzsiure. 











Hemmende 


Konzen: i onndntiaia des ersten Konzentration 

Nr. Reagens | a aia Vermacite te eg a «> NET 

| robrchens | kular | Gemenge 
18 SbCl, | 0,001 N __Speichel 1:800 7 — 0,00002 0,00004 
19 SbCl, | 0,001 N ious 1 7 | 0,00002 0.00004 
20 SbCl, | 0001 N ” 1:800 7 | 0,00002 0,00004 
21) SbCl, | 0,001 N ~ 1:800 7 0,00002 00004 
22); HCl | 0,027 N * 1:800 7 0,0004  0,0004 
23 |) HCl 0,027 N ae 1:800 7 0,0004 0,0004 
24 HCl 0,027 N ” > 1:800 70,0004 0,0004 
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Salzsaure. 


Tabelle IV. 


Weinsaure. 





| 
} 
| 














Konzen: : N, des letzten | Quantiti: 
Nr. Reagens Posse a des pe thom Pep emma t 
Reagens Seen Probierréhrchens | einheiten 
25 HCl 2N Speichel 1:25 — Allesind gefarbt - 
26 HCl 2N x 1:25 Eyal ta = 
27 H,O — ss 1:25 5 32 
28 C,H,0, 0,1 N i 1:25 = Allesind gefiirbt 
29 C,H,0, 0,1. N 2 1:25 Nee a ;, 
30 H,O -- * 1:25 5 32 
Tabelle V. 
Salzsiure. Weinsiure. 
. | 4 Ne «flemmends 
onzens | Konzentration des | 48, letzten onzentration 
Nr. Reagens trat: des | : farb vlc 
; ce "Reagens scrraenes | Frobler- Moles | Proz. im 
robrchens kular | Gemenge 
31 HCl 0,15 N Speichel 1: 400 7 0,002 0,002 
32 HCl 0,15 N ¥ 1:400 7 0,002 | 0,002 
33 HCl 0,27 N 1;400 8 0,002 0,002 
34 HCl 0.27 N ts 1:400 8 0,002 | 0,002 
35 C,H,0O, 0,05 N | v 1:400 8 0,0004 | 0,0008 
36 C,H,O, 0,05 N | ia 1; 400 8 ' 0,0004 | 0,0008 
37 C,0,.0, 0,025 N mR 1:400 7 0,0004  0,0008 
38 C,H,0, 0,025 N | * 1:400 7 0,0004 | 0,0008 
Tabelle VI. 
Natriumarseniat. Natrium- und Kaliumarsenit. 
K | Ne des letzt | Quantitat d 
onzens , : i es ictzten uantita er 
Nr. Reagens tration des a des farblosen Pro: Ferment: 
| Reagens eee bierrébrchens!)| _—einheiten 
| 
39 H,O a Speichel 1:25 5 32 
49 Na,HAsO,?)| 9,05N ” 1:25 3 8 
41 Na,HAsO, | 0,05N ss hae 3 8 
42 Na,HAsO, 0.1 N 1:25 2 4 
43 Na,HAsO, 0,1 N 1:25 2 4 
44 H,O — cS 1:25 5 32 
45 K,HAs0O, 0,1 N r 1:25 2 4 
46 K,HAsO, 0,1.N < 1:25 2 4 
} Die Salze der arsenigen Siure binden Jod. 
2) 0,1672g Na,HAsO, 12H,O, gibt 0,064 g¢ Mg,As,O, As wurde 


gefunden : 18,78 Proz., berechnet : 18,66 Proz. 


APRA tare Dare 

















—— 
Nr. 
47\| 
48|| J 
49 d 
50. OD 
51), OD 
§2|| dD 
53 
54 
————— 
Nr. 
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Tabelle VII. 


Natriumarseniat. Natrium- und Kaliumarsenit. 

















santitiit Le | F Ne | Dna merosrs 
Ferment ; onzen> {|  Konzentration des | es letzten | onzentration 
shes N R s | tration des | : : | gefarb a 
theite r cagens | Tego | Ferments eee ae | Ps to 
| robrchens kular | Gemenge 
47 Na,HAsO, | 0,05N _ Speichel 1:400 30,0125 | 0,019 
32 48 Na,HAsO, | 0,05N ,  1:400 3 0,0125 | 0,019 
P49 Na,HAsO, 0,1 N 1:400 4 0,0125 | 0,019 
: i 50 Na,HAsO, | 01 N 1:400 4 0.0125 | 0.019 
32 fF 51 Na,HAsO, 0,1 N 1:400 4 0,0125 | 0,018 
f 52 Na,HAsO, | 0,1 N 1:400 4 0.0125 | 0,018 
753 K,HAsO, 0,1 N 1:400 4 0,0125 | 0,021 
h44 K,HAsO, 0,1 N 1:400 4 0,0125 | 0,021 
—— Vergleichende Tabelle VIII. 
de 
nl f ¥ ¥ f Api Ee ie . 2 Ray epi 3 
Se 
roz. im diag. : §8™ || Hemmende Konzentration 
emenge : : : K tration des |2§&) 
aces 9 Nr. Reagens | gs orn a0 gis 
2 | | Ss 8 || Mole: | Proz. im Proz. 
002 | 128351! kular |Gemenge| As u. Sb. 
002 | 1 
,002 . 
02 (55 SbCl, 0,01 N  Speichel 1:400 | 9 0,00004 0,00008 | 0,00004 
0008 56 SbCl, 0,005 N _ 1:400 | 8 | 0,00004 0,00008 | 0,00004 
0008 x7 K ‘ - 
a. af C,H,O,<g),0 | 018 N ,»  1:400 | 9 /0,0007 0,003 | 0,0011 
0008 i 58 O41,0<% «4 0,06 N | x 1:400 | 7 0,0009 0,004 | 0,0015 
59) C,H, O,< a 0,018 N ‘ 1:400 | 6 |0,0006 0,002 | 0,0007 
' 60, Na,HAsO, | 01 N » 1:400 | 4 |0,0125 0,018 | 0,008 
61 K,HAsO, | 0,1 WN i 1:400 | 4 |0,0125 0,021 | 0,008 
__._.. ff 62| Na,HAsO, | 0,1 N 4 1:400 | 4 |0,0125 0,019 | 0,008 
it der |) Wasserstoffionen, die in solchen Verdiinnungen den ProzeB beschleunigen, 
o zugeschrieben werden. Was den Brechweinstein anbetrifft, so gehen hier 
‘ die Resultate sehr stark auseinander: nach unseren Beobachtungen offen- 
baren minimale Dosen von 0,05 bis 0,00005 Proz. keine beschleunigende 
Wirkung auf den Proze8, wahrend eine Hemmung nicht nur bei 0,1 Proz. 
sondern schon bei 0,002 Proz. desselben im Medium sich deutlich bemerkbar 
macht. Ein solcher Unterschied in den Angaben laBt sich nur durch die 
Verschiedenheit der Methoden erkliren. Chittenden und Peinter bestimmten 
das Reduktionsvermégen der Reaktionsprodukte, wir dagegen das Ver- 
schwinden der Jodreaktion bei der Starke. Manche Autoren!) halten die 
Amylase fiir ein komplexes Ferment, welches wenigstens aus zwei Fermenten 
bestehe, einem die Starke verfliissigenden und sie in Dextrine tiberfiihrenden, 
der eigentlichen Amylase, und aus Deztrinase, die den Zerfall der Dextrine 
urde 1) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreichs 2, 
164, 1920 (russisch). 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 20 
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bis zur Maltose bewirke. Diese Beobachtungen bestitigen in einem ye. 
wissen Grade die Theorie der Komplexitét der Amylase’). 

Die beschleunigende Wirkung minimaler Dosen von Antimonchlorid 
unterscheidet sich wenig von derjenigen ebensolcher Dosen von Salzsiiure 
und diirfte ausschlieBlich von dieser letzteren abhingen. Zum Unterschied 
vom lebenden Protoplasma?) legt die Amylase eine gréBere Empfindlichkeit 
dem Antimon (0,00004 Proz. Sb gegen 0,007 Proz. As) gegeniiber an den 
Tag, wihrend das Arsen sich fiir die Jebenden Organismen als giftiger 
erweist. Diese Tatsache kann als Beweis fiir die Unabhangigkeit der 
fermentativen Wirkung vom lebendigen Zustand des Protoplasmas dienen. 


Zusammenfassung. 

1. Alle von uns untersuchten Arsen- und Antimonpriparate 
wirken hemmend auf die Spaltung der Starke durch die Speichel- 
amylase. 

2. Antimontrichlorid hemmt diesen ProzeB in einer Konzentration 
von 0,01 bis 0,00004 normal, d. h. bei 0,02 bis 0,00008 Proz. Gehalt. 

3. Brechweinstein entfaltet seine hemmende Wirkung in einer 
Konzentration von 0,18 bis 0,0006 normal, d.h. bei 0,6 bis 0,002 Proz. 
Gehalt. 

4. 0,1 bis 0,0125 normal, d. h. 0,16- bis 0,02 proz. K, H AsO, legten 
eine hemmende Wirkung an den Tag. 


ape eee 


SS RE tg AN 


5. 0,1 bis 0,0125 normal oder 0,14- bis 0,018proz. Na,H As0), 


wirkten ebenso. 

6. Na,H AsO, entfaltet eine hemmende Wirkung bei einer Kon- 
zentration von 0,1 bis 0,0125 Normallésung, d. h. bei einem Gehalt 
von 0,15 bis 0,019 Proz. 

7. 0,02- bis 0,00002proz. Brechweinsteinlésungen, 0,015- bis 
0,000015proz. Na,HAsO,, 0,016- bis 0,000016proz. K,H AsO, und 
0,015- bis 0,000015proz. Na,HAsO, iiben keine beschleunigende 
Wirkung auf die Speichelamylase aus. 

8. Antimontrichlorid beschleunigt die Wirkung der Amylase bei 
einem 0,00004proz. Gehalt desselben im Medium. 

9. Diese Beschleunigung diirfte auf die Gegenwart der Salzsiure 
im Medium zuriickzufiihren sein, welche einen solchen Effekt bei 
0,0004 Proz. an den Tag legt. 

10. Weinsteinsiure hemmt die Wirkung des .Ptyalins 40mal 
stirker als Salzsiure (Tabelle V), wenn man ihren Prozentgehalt im 
Medium in Betracht zieht, 20mal beim Vergleich ihrer Molekular- 
lésungen. 


1) J. A. Smorodinzew und A. S. Nowikow, diese Zeitschr. 140, 12, 1923; 
U. Olsson, Zeitschr. f.-physiol. Chem. 119, 1, 1922. 
2) A. Woéber, Angew. Botanik 2. 161, 1920. 
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11. Minimale (0,009- bis 0,000009proz.) Dosen Weinsaure tiben 
auf die Verdauung der Starke keine beschleunigende Wirkung aus. 

12. Die’ Antimonpriparate haben sich in bezug auf die Amylase 
giftiger als die Arsenpraparate erwiesen, im Gegensatz zu der Wirkung 
dieser Substanzen auf lebendige Organismen. 


13. Die Kalium- und Natriumarsenite wirken analog in Aqui- 
valenten Konzentrationen, folglich haingt der ProzeB in diesem Falle 
nicht von den Kationen ab. 


14. Die Arsenite wirken ebenso wie die Arseniate. 

15. Die Untersuchungen iiber den Einflu8 der Arsen- und Antimon- 
priparate auf die Speichelamylase zeugen fiir die Komplexitat diesess 
Ferments, das wenigstens zwei selbstindige Ingrediente enthilt. 




















Darstellung stickstoffhaltiger Melanine. 


Von 
Oskar Adler (Karlsbad). 
(Eingegangen am 16. Juli 1923.) 


Wahrend die stickstofffreien Melanine (Humine) besonders im 
Pflanzenreiche gefunden werden und als Abkémmlinge pflanzlicher 
Bestandteile im Mineralreiche (Torf, Braunkohle) ein hiaufiges Vor- 
kommen bilden, spielen die stickstoffhaltigen Melanine bei den tierischen 
Lebewesen eine wichtige Rolle. Im besonderen sind die Geschwulst- 
melanine stets stickstoffhaltig gefunden worden. 

Ich habe daher im AnschluB an die Darstellung des stickstoff- 
freien Benzolmelanins!) zwei stickstoffhaltige Melanine dargestellt. 
Als Ausgangsprodukte wahlte ich zwei Aminosiuren: die p-Amino- 
benzoesiure und das Tyrosin. Diese wurden vorerst in der bereits 
geschilderten Weise (l.c.) in die entsprechenden Melaninsauren iiber- 
gefiihrt. Die so erhaltenen Substanzen bezeichne ich als p-Amino- 
benzoesduremelaninsdure und Tyrosinmelaninsiure. 

Die p-Aminobenzoesiuremelaninsaure stellt ein schwarzes hygro- 
skopisches Pulver dar, welches in Alkalien leicht léslich, desgleichen 
léslich ist in 96proz. Alkohol, dagegen unldéslich in verdiinnten Sauren 
und in Ather. 

Die Tyrosinmelaninsiure habe ich bereits vor 13 Jahren dar- 
gestellt?) (die Substanz hatte ich damals als Tyrosinschwarz bezeichnet). 
Sie bildet ein tief dunkelbraunes, fast schwarzes, hygroskopisches 
Pulver, welches in Alkalien leicht léslich ist und aus diesen Lésungen 
durch Zusatz von Sauren in dunklen Flocken ausfallt. In 96proz. 
Alkohol und in Ather ist sie nicht léslich. Mit den Schwermetallen 
bildet sie in Wasser unlésliche Salze, die Alkalisalze dagegen sind in 
Wasser leicht léslich. Auch gelang es mir, mit organischen Basen, und 
zwar mit Strychnin und mit Chinin, Salze der beiden Melaninsauren 
darzustellen durch Einengen der mit den freien Basen versetzten 
kolloiden wasserigen Lésungen der Melaninsiuren auf dem Wasserbade. 


1) Diese Zeitschr. 187, 201, 1923. 
2) Zeitschr. f. Krebsforsch. 11, H. 1, 1911. 
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Beide hier beschriebenen Melaninsiuren zeigen reduzierende 
Kigenschaften. Bei anhaltendem Waschen gehen beide Substanzen, 
sobald sie von den anhaftenden Salzen und Sauren befreit werden, 
allmahlich in kolloide Lésung tiber. Sie kénnen demnach durch Dialyse 
gereinigt werden. 

Die Natriumsalze der beiden Melaninsiuren wirken sowohl in vitro 
als auch bei intravenéser Infusion beim lebenden Tiere hemmend auf 
die Blutgerinnung, woriiber beziiglich der Tyrosinmelaninsiure bereits 
eingehend berichtet wurde). 

Bei dieser Gelegenheit sei auf einige Literaturangaben hingewiesen, 
auf welche ich in letzter Zeit aufmerksam wurde. Im Jahre 1900 erwahnen 
Cross, Bevan und Heiberg”) anlaBlich der Schilderung der Oxydation von 
Benzol mit Wasserstoffsuperoxyd und Eisensulfat neben der Entstehung 
von Phenol, Brenzcatechin und Hydrochinon die Bildung eines ,,braunen 
amorphen Pulvers“. Die genannten Autoren haben dieses Produkt nicht 
genauer beschrieben, es ist aber auf Grund meiner Untersuchungen anzu- 
nehmen, da sie die von mir spiter dargestellte Benzolmelaninséure in 
Handen hatten. Im Jahre 1909 beschrieben Kikoji und Neuberg*) dic Bildung 
inelaninsaureartiger Produkte aus verschiedenen aromatischen Verbin- 
dungen und ebenfalls aus stickstoffhaltigen zyklischen Substanzen, wie 
Pyrrol, Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan unter der Einwirkung von 
Wasserstoffsuperoxyd und Eisensalz. SchlieBlich erwahnt de Stécklin*) 
(1908) eine ,,kiinstliche Peroxydase‘‘ (Eisentannat), welche sich bei Gegen- 
wart von Wasserstoffsuperoxyd gegeniiber Tyrosin ahnlich verhalt wie 
Tyrosinase. 

Die Uberfiihrung der beiden stickstoffhaltigen Melaninséuren in 
die entsprechenden Anhydride (Melanine) erfolgte in glatter Weise 
nach dem von mir beschriebenen Verfahren durch Erhitzen der trockenen 
Substanzen auf 270°5). Auf diese Weise wurden erhalten das p-Amino- 
benzoesiuremelaninsiureanhydrid (p-Aminobenzoesiuremelanin) und 
das Tyrosinmelaninsiureanhydrid (Tyrosinmelanin). Diese Melanine 
bilden schwarze amorphe Pulver, die sich durch ihre Unléslichkeit 
in den iiblichen Loésungsmitteln einschlieBlich wisserigen Alkalilésungen 
charakterisieren. Sie verhalten sich in ihren Eigenschaften den Ge- 
schwulstmelaninen analog und lassen sich ebenso wie diese durch 
anhaltendes Erhitzen mit starken Alkalilésungen oder durch vorsichtige 
Kalischmelze wieder in die betreffenden Melaninsiuren aufspalten. 


1) O,. Adler und W. Wiechowski, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 92, 22, 
1922. 

2) C. F. Cross, E. J. Bevan und Th. Heiberg, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
38, 2015, 1900. 

3) T. Kikoji und C. Neuberg, diese Zeitschr. 20, 523, 1909. 

4) de Stécklin, C. r. de Acad. des Science 147, 1489, 1908; zitiert nach 
Biochem. Handlexikon 4, 2. Halfte, S. 692, 1911. 
5) Diese Zeitschr. 187, 202, 1923. 
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Die Elementaranalyse der beschriebenen Substanzen stieB auf 
erhebliche Schwierigkeiten. Mit Riicksicht auf die geringen zur Ver- 
fiigung stehenden Substanzmengen wurden ausschlieBlich Mikro. 
analysen nach Pregl vorgenommen, deren Ausfiihrung ich dem grofen 
Entgegenkommen des Herrn Dozenten Dr. H. Lieb (Graz) und seines 
Mitarbeiters Herrn Dr. Wintersteiner verdanke. Die Schwierigkeiten 
lagen, wie mir Herr Dr. Lieb freundlichst mitteilte, einerseits in den 
hygroskopischen Eigenschaften und andererseits in der Schwerverbrenn- 
lichkeit der Substanzen. Jede Einwage muBte zur Gewichtskonstanz 
besonders getrocknet werden. Auch war ein besonders rasches Ein- 
bringen in das Verbrennungsrohr notwendig. Beim Mikro- Dumas 
machte sich die Bildung schwer verbrennlicher stickstoffhaltiger Kohle 
stérend geltend, so daB ein Uberhitzen des Rohres kaum zu umgehen 
war. SchlieBlich wurde auf die Dumaswerte iiberhaupt verzichtet und 
statt deren der Stickstoff mittels Mikro-Kjeldahl nach Pregl bestimmt. 
Da auch hierbei bei Verwendung des iiblichen Zerstérungsgemisches 
(H,SO, + CuSO, + K,80,) die Zerstérung der Substanzen sehr 
triage vor sich ging, wurden im Sinne der Angaben von Mandel und 
Neuberg') einige Tropfen Merckschen Perhydrols allmahlich zugesetzt. 
Auf diese Weise konnte die Zerstérung der Substanz in etwa 10 Minuten 
durchgefiihrt werden. SchlieBlich gelang es der groBen Erfahrung 
des Herrn Dozenten Dr. Lieb, alle Schwierigkeiten zu iiberwinden, 
und es wurden sowohl beziiglich der CH-Werte als auch der N-Werte 
gut iibereinstimmende Zahlen erzielt. Ich benutze diese Gelegenhcit, 
den Herren Dozenten Dr. Lieb und Dr. Wintersteiner auch an dieser 
Stelle meinen Dank zum Ausdruck zu bringen. Die auBerordentliche 
Bedeutung der quantitativen Mikroanalyse nach Pregl tritt bei der- 
artigen biochemischen Untersuchungen, bei welchen so geringe Sub- 
stanzmengen zur Verfiigung stehen, besonders hervor. 


Uber die sich ergebenden Fragen beziiglich der Konstitution der 
beschriebenen Verbindungen soll erst gesprochen werden, wenn die Reihe 
dieser Arbeiten zu einem gewissen Abschlu8 gekommen scin wird. 


Darstellung der p-Aminobenzoesiuremelaninsaure. 


3g p-Aminobenzoeséure wurden in 150 cem Wasser suspendiert und 
hierauf unter Riihren allmahlich 30ccm 3proz. Wasserstoffsuperoxyds 
und 5ccem 10proz. Eisenchloridlésung zugefiigt. Das Reaktionsgemisch 
wurde 1 Stunde unter haiufigem Riihren auf 85° gehalten. Sodann wurde 
mit 5 cem 10proz. Salzsiure versetzt und 3 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Der erhaltene Niederschlag wurde scharf abgesaugt, mit 
600 cem Wasser, sodann mit wenig 96proz. Alkohol und schlieBlich mit 
Ather gewaschen. Die erhaltene Substanz wurde vorerst am elektrisch 


1) Mandel und Neuberg, Diese Zeitschr. 71, 196, 1915. 
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beheizten Luftbade bei 35° und schlieBlich im Exsikkator iiber Schwefel- 
siure bei Zimmertemperatur getrocknet. Ausbeute: 1,7 g entsprechend 
56,6 Proz. des verwendeten Ausgangsmaterials. 

Schwarzes Pulver. Leicht léslich in wisserigen Alkalien, ziemlich leicht 
lislich in 96proz. Alkohol, unléslich in verdiinnten Séuren, Ather und 
Petrolather. Reduziert ammoniakalische Silberl6sung unter Zusatz von 
Natronlauge bei leichtem Anwirmen unter Bildung eines Silberspiegels. 

1. 5,126mg Substanz: 0,066 mg Asche entsprechend 1,29 Proz. 
5,060 mg aschefreie Substanz: 11,08mg CO,, 1,92 mg H,O entsprechend 
59,71 Proz. C, 4,21 Proz. H. 

2. 4,847 mg Substanz: 0,047mg Asche entsprechend 0,96 Proz. 
4,424 mg aschefreie Substanz: 10,495 mg CO,, 1,87 mg H,O entsprechend 
59,05 Proz. C, 4,28 Proz. H. 

3. 6,525 mg aschefreie Substanz verbrauchten 3,80 ccm n/100 HCl 
entsprechend 8,16 Proz. N. 

4, 7,381 mg aschefreie Substanz verbrauchten 4,30 ccm n/100 HCl 
entsprechend 8,16 Proz. N. 


Uberfiihrung der p-Aminobenzoesiuremelaninsiure 
in p-Aminobenzoesiuremelanin. 


1,14g der trockenen Melaninsiure wurden in locker bedecktem Uhrglase 
im Warmeschrank | Stunde auf 270° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die 
Substanz in der Reibschale gepulvert, sodann mit 25 cem 2proz. Natron- 
lauge verriihrt und unter haufigem Umriihren durch 16 Stunden unter der 
EKinwirkung der Natronlauge belassen. Die stark dunkle Lésung wurde 
vorsichtig dekantiert und der dunkle Niederschlag auf der Zentrifuge mit 
Wasser sorgfaltig ausgewaschen. Sodann wurde der Niederschlag mit 25 cem 
10proz. Salzsiiture in der Reibschale verriihrt und wiederum 16 Stunden 
unter oftmaligem Umriihven stehengelassen. Hierauf wurde der Niederschlag 
mit viel Wasser, schlieBlich mit Ather und Alkohol gewaschen und zuletzt 
im elektrisch beheizten Luftbade bei 35°, schlieBlich im Warmeschrank bei 
120° getrocknet. 

Das so erhaltene p-Aminobenzoesiuremelanin bildet ein schwarzes 
amorphes Pulver, welches in verdiinnten kalten Alkalien und verdiinnten 
Sauren und den sonstigen Lisungsmitteln unldéslich ist. 

1. 4,519mg Substanz: 0,036mg Asche entsprechend 0,8 Proz. 
4,483 mg aschefreie Substanz: 11,11 mg CO,, 1,36 mg H,O entsprechend 
67,58 Proz. C, 3,37 Proz. H. 

2. 4,115mg Substanz: 0,03 mg Asche entsprechend 0,73 Proz. 
4,085 mg aschefreie Substanz: 10,145 mg CO,, 1,425 mg H,O entsprechend 
67,73 Proz. C, 3,87 Proz. H. 

3. 6,02 mg aschefreie Substanz verbrauchten 4,27 com n/l00 HC! 
entsprechend 9,95 Proz. N. 

4. 7,053 mg aschefreie Substanz verbrauchten 4,91 com n/100 HCl 
entsprechend 9,76 Proz. N. 


Darstellung der Tyrosinmelaninsiure. 


6g Tyrosin wurden in 200ccm Wasser suspendiert, 80 ccm 3proz. 
Wasserstoffsuperoxyds und 10ccm 10proz. Eisenchloridlésung zugefiigt 
und das Gemisch innerhalb 1 Stunde unter Riihren langsam auf 60° erwarmt. 
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Sodann wurden in kleinen Portionen noch 20 ccm 3proz. Wasserst«ff. 
superoxyds zugesetzt und innerhalb der niachsten Viertelstunde unter 
Riihren auf 80° erwarmt. Bei dieser Temperatur wurde durch 10 Minuten 
belassen, hierauf nochmals portionsweise 20 cem 3proz. Wasserstoffsuper- 
oxyds zugesetzt und schlieBlich das Reaktionsgemisch unter haufiger 
Umrihren durch 3 Stunden bei Zimmertemperatur sich selbst. iiberlassen, 
Sodann wurde mit Natronlauge médglichst genau neutralisiert. Nach 
20 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde von dem bei der Reakt ion 
unverbrauchten Tyrosin (etwa 2 g) abfiltriert (Filtrat I). Das unverbrauchte 
Tyrosin wurde vom Filter entfernt, in 200 cem Wasser aufgenommen, iit 
40 com 3proz. Wasserstoffsuperoxyds und 3 cem 10proz. Eisenchloridlésung 
versetzt und innerhalb 20 Minuten unter Riihren auf 80° erwairmt. Nach 
dem Erkalten wurde mit Natronlauge méglichst genau neutralisiert, durch 
36 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen und sodann_filtriert 
(Filtrat II). Am Filter verblieben nur einige Milligramm unverbrauchten 
Tyrosins. Die vereinigten Filtrate (I und II) wurden mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt, mit Salzséure schwach angesiuert und durch 
5 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Von dem reichlich 
entstandenen dunklen Niederschlag wurde an der Pumpe abgesaugt und 
der Niederschlag mit Wasser chlorfrei gewaschen. Gegen Ende des Waschens 
ging eine geringe Menge des Niederschlages in kolloider Lésung durchs 
Filter. SchlieBlich wurde mit 96 proz.° Alkohol, dann mit Ather gewaschen, 
der Ather durch Nachsaugen von Luft verjagt und die so gewonnene Sub. 
stanz am elektrisch beheizten Luftbade bei 35°, dann im Exsikkator iiber 
Schwefelsiure bei Zimmertemperatur getrocknet. Ausbeute an Tyrosin- 
melaninsdéure 2,3 g entsprechend 38 Proz. des verwendeten Tyrosins. 


Schwarzes, amorphes Pulver. In reinem feuchten Zustande in Wasser 
kolloidal léslich. In trockenem Zustande leicht léslich in wasserigen Alkalien, 
auch in Natriumecarbonat und Ammoncarbonatlésungen mit tief dunkel- 
brauner Farbe. In verdiinnten Sauren ist die Substanz unléslich. In kon- 
zentrierter Schwefelséure und rauchender Salzsiure, desgleichen in starker 
Salpetersiure leicht léslich bei 17° mit dunkler Farbe. Beim Erhitzen der 
salpetersauren Lésung tritt Aufhellung zu weniger gefirbten bzw. farblosen 
Oxydationsprodukten ein. In Pyridin lést sich die Substanz in geringer 
Menge, dagegen ist sie praktisch unléslich in absolutem Alkohol, Methy!- 
alkohol, Aceton, Ather, Chloroform und Petrolather. 


Zur Elementaranalyse wurde im Vakuum (1 mm Hg) iiber Schwefel- 
siure bei Zimmertemperatur getrocknet. 


1. 4,375 mg Substanz: 0,129mg Asche entsprechend 2,95 Proz. 
4,246 mg aschefreie Substanz: 8,49 mg CO,, 1,48 mg H,O entsprechend 
54,53 Proz. C, 3,87 Proz. H. 

2. 4,658mg Substanz: _0,136mg Asche entsprechend 2,91 Proz. 
4,522 mg aschefreie Substanz: 9,02 mg CO,, 1,41 mg H,O entsprechend 
54,40 Proz. C, 3,46 Proz. H. 

3. 7,45 mg aschefreie Substanz verbrauchten 3,40cem n/100 HCl 
entsprechend 6,42 Proz. N. 


4. 9,315 mg aschefreie Substanz verbrauchten 4,34 cem n/100 HC! 
entsprechend 6,54 Proz. N. 


5. 8,819 mg aschefreie Substanz verbrauchten 4,11 cem n/100 HC! 
entsprechend 6,54 Proz, N. 
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Uberfiihrung der Tyrosinmelaninsdiure in Tyrosinmelanin. 


1 g der Melaninséiure wurde im locker bedeckten Uhrglase im Wirme- 
schrank 2 Stunden auf 270° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Substanz 
in der Reibschale fein gepulvert, mit 25 cem 2proz. Natronlauge verrihrt 
und unter haufigem Umriihren durch 16 Stunden unter Einwirkung der 
Natronlauge belassen. Von der dunkelbraunen Fliissigkeit (unveranderte 
Tyrosinmelaninséure) wurde abgesaugt, der dunkle Niederschlag mit viel 
Wasser, dann mit Alkohol und Ather an der Saugpumpe gewaschen und 
der Ather durch Nachsaugen von Luft verjagt. Die Substanz wurde dann 
zur Entfernung des anhaftenden Eisens mit 25ccm 10proz. Salzsiure 
in der Reibschale verrieben und unter haufigem Umriihren durch 36 Stunden 
stehengelassen. Hierauf wurde die Salzsiure durch Waschen mit Wasser 
entfernt, dann die Substanz mit Alkohol und Ather gewaschen und vorerst 
am elektrisch beheizten Luftbade bei 35°, dann im Exsikkator iiber Schwefel- 
siure und schlieBlich tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute an 
Tyrosinmelanin 0,2 g entsprechend 20 Proz. der verwendeten Tyrosin- 
melaninsaure bzw. 7,7 Proz. des als Ausgangsmaterial verwendeten Tyrosins. 

Die Substanz bildet ein schwarzes Pulver, welches unléslich ist in 
kalten Alkalien und verdiinnten Sauren und den sonstigen tiblichen Lésungs- 
mitten. Durch lingeres Erhitzen mit starker Natronlauge bzw. durch 
vorsichtiges kurzes Schmelzen mit Natriumhydroxyd konnte die Substanz 
wieder in die Tyrosinmelaninsiure aufgespalten werden. 

Zur Elementaranalyse wurde die Substanz noch durch 2 Stunden im 
Warmeschrank bei 120° getrocknet. 

1. 4,429mg Substanz: 0,049mg Asche entsprechend 1,11 Proz. 
4,380 mg aschefreie Substanz: 9,69 mg CO,, 1,18 mg H,O entsprechend 
60,33 Proz. C, 2,98 Proz. H. 

2. 4,863 mg Substanz: 0,051mg Asche entsprechend 1,04 Proz. 
4,812 mg aschefreie Substanz: 10,64 mg CO,, 1,20 mg H,O entsprechend 
60,30 Proz. C, 2,77 Proz. H. ; 

3. 10,213 mg aschefreie Substanz verbrauchten 9,17 ccm n/100 HCl 
entsprechend 12,60 Proz. 

4. 5,265 mg aschefreie Substanz verbrauchten 4.67 cem n/100 HCl 
entsprechend 12,45 Proz. N. 
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Uber Jen KinfluG des Sauerstoffs 


auf die assimilatorische und dissimilatorische Tatigkeit der Hefe, 


I. Teil. 
Verhalten der Dextrose. 


Von 
Harry Lundin. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitits- 


instituts. ) 
(Eingegangen am 16. Juli 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
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Einleitung. 


Alle Stoffe, die in der Zelle oxydiert werden oder dort sonstigen 
energieliefernden Umwandlungen (anoxybiotischen Vorgingen, gewisse 
Assimilationen, Garung usw.) unterliegen, kénnen als Energiequellen 
dienen. Als solche Stoffe kommen in erster Linie diejenigen in Be- 
tracht, die beim Kohlehydratstoffwechsel eine Rolle spielen. Diese 
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Stoffe kénnen teilweise verbrannt werden und dabei Energie fiir den 
Aufbau des unverbrannten Restes zu energiereichen, leicht mobilisier- 
baren Reservestoffen liefern, wie es O. Meyerhof bei der Riick- 
umwandlung der in dem lebenden Muskel verschwindenden Milchsdure 
zu Zucker baw. Glykogen annimmt. Bei anderen synthetisierenden 
Prozessen, wo die fiir die Synthese verwendete Verbindung energie- 
reicher als eine aiquivalente Menge der Endprodukte ist, z. B. bei der 
Assimilation von Athylalkohol zu héheren Kohlehydraten, wird Energie 
in Freiheit gesetzt, die von der Zelle zum Teil oder vollstiindig aus- 
genutzt werden kann. Je nach Bedarf werden die in der einen oder 
anderen Weise erhaltenen Reservestoffe oxydiert und verbrannt. 
SchlieBlich kénnen Spaltungen, wo Sauerstoff nicht mitwirken muB, 
z. B. Gdrungsvorginge energieliefernd verlaufen. 

Vorliegende Abhandlung behandelt vom Gesichtspunkte der Energie- 
wandlungen aus die Assimilations- und Dissimilationsvorgdnge, die ein- 
treten, wenn zu einer Suspension von Hefe in Wasser verschiedene 
Stoffe, Zuckerarten, Alkohol und einige organische Sduren mit oder ohne 
Zufuhr von Sauerstoff zugesetzt werden. 

Die vorliegenden Versuche sind als eine Fortsetzung folgender Unter- 
suchungen zu betrachten: Ftirth und Lieben haben in zwei kiirzlich in 
dieser Zeitschrift publizierten Aufsatzen tiber die oxydative Zerstoruny 
von Milchsdure') durch sauerstoffgeschiittelte Hefe berichtet. Spiater hat 
Lieben unter Benutzung derselben Versuchsmethodik das Verhalten der 
Brenztraubensdure und des Acetaldehyds*) sowie einiger Amiéinosduren*) 


untersucht. ‘ 

Firth und Lieben wiesen nach, ,,daB es bei der Zerstérung von Milch- 
siiture durch die Hefe vor allem darauf ankommt, daB Sauerstoff in méglichst 
innigen Kontakt mit den lebenden Hefezellen tritt und da eine unge- 
hinderte Abgabe gasférmiger Stoffwechselprodukte, insbesondere der 
Kohlensaure, durch die Zelle erméglicht werde“. Als weitaus die beste 
Versuchsanordnung erwies sich die Verwendung eines Schiittelkolbens, 
durch den ein Sauerstoffstrom durchgeleitet und in dem die betreffenden 
Suspensionen in steter schwingender Bewegung erhalten werden konnten. 
Mit dieser Versuchsanordnung gelang es, in einigen Stunden eine aus- 
giebige Zerstorung milchsauren Natrons zu erzielen. Etwa die Hialfte des 
Kohlenstoffs der verschwundenen Milchséure findet man in der Regel 
als CO,. Der Rest war fiir einen Neuaufbau organisierter Hefenleibe- 
substanz, deren Bildung sich in diesem Falle ohne Vorhandensein einer 
Stickstoffquelle vollzog, in Anspruch genommen worden. 

Die Versuche von Lieben iiber einige Aminosduren (Alanin, Asparagin- 
siure, Glykokoll, Tyrosin und Acetamid) gipfelten darin, dai dieselben 
nicht wie die Milchséure schnell zerstért wurden, sondern in einer Menge 
von 60 bis 80 Proz. in der Hefesuspension wiederzufinden sind, wahrend 
der Rest ohne CO,-Entwicklung von der Hefe konsumiert wird. Lieben 


1) O. Firth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144— 168; 182, 165—179. 
2) F. Lieben, ebendaselbst 135, 240. 
8) Derselbe, ebendaselbst, 1382, 180— 187. 
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konstatierte weiter, daB sich das Natriumsalz der Brenztraubensdure « 
wie das entsprechende Salz der Milchsiéure verhielt. Die Brenztraub:y 
siure wird also zum Teil unter reichlicher CO,-Entwicklung, ohne aber 
Acetaldehyd zu bilden, zerstért, zum Teil aber von der Hefe zum Aufbay; 
ihrer Korpersubstanz verbraucht. Acetaldehyd wird nur sehr wenig voi 
PreBhefe angegriffen. 


Methodik. 

Die in den folgenden Versuchen verwendete Methodik war dieselle, 
die Firth und Lieben benutzten!). 

In den Schiittelkolben 2 wurde PreBhefe (meistens 50g) und eine 
Losung (meistens 500 ccm) von der zu untersuchenden Substanz eingefiilirt, 
Von der Bombe 1 wird ein Sauerstoffstrom durch die in steter schwingender 
Bewegung befindliche Hefesuspension geleitet. Um die entwickelte Kohlen- 


Saversteff- 
bombe 
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siure zu absorbieren, wurden drei Barytvorlagen (3, 4 und 5, jede mit 
meistens 400 ccm n/5 Barytlésung) hinter dem Schiittelkolben eingeschaltet. 
Wie die Versuche zeigen, erreicht man dadurch eine vollstandige Absorption 
von CO,, und nach denselben Versuchen kann die gebildete Kohlensiure 
durch Titration mit n/2 Salzsiure (Phenolphthalein) bestimmt werden. 

Die Kohlensiure stammt aber nicht nur aus den zugesetzten Sub 
stanzen, sie wird auch durch die Lebenstitigkeit der Hefe allein gebildet. 
Um diese Menge, die nicht auf Rechnung der in den Versuchen zugesetzten 
Substanzen geschrieben werden kann, zu eliminieren, ist immer neben 
der Hauptprobe A eine Blindprobe B, die genau so wie die Probe A be- 
handelt wurde und dieselbe Hefemenge, aber statt der Substanzlésung 
dieselbe Menge destillierten Wassers enthielt, angestellt worden. Wenn 
wir also die in der Blindprobe gebildete Kohlenséuremenge von derjenigen 
der Hauptprobe abziehen, bekommen wir die Kohlensiiuremenge, die die 
zugesetzte Substanz geliefert hat. 

Unser Apparatensystem besteht also aus zwei gleichen Schiittel- 
apparaten, A und B, je mit drei Barytvorlagen, um die von dem Sauerstoff- 
strom mitgerissene Kohlenséure abzufangen. In die eine, A, kommt die 
Hauptprobe, in die andere, B, die Blindprobe. Der Sauerstoff tritt in 


1) Diese Zeitschr. 128, 158, 1922. 
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moglichst innigen Kontakt mit den Hefezellen, und eine unbehinderte 
Abgabe gasformiger Stoffwechselprodukte findet statt. 

In den Versuchen wurde immer PreShefe aus der ,,Spiritus- und Pref- 
hefefabrik Stadlau bei Wien, Wolfrum A.-G.‘‘ verwendet. Eine Stickstoff- 
nahrung haben wir der PreBhefe, die als obergirige Hefe am wahlerischsten 
in dieser Hinsicht ist, nicht gegeben. Dies, weil wir immer die gleichen 
Versuchsbedingungen wiinschten, denn die Ausnutzbarkeit einer Stickstoff- 
quelle ist sehr stark von den zur Verfiigung stehenden Kohlenstoffquellen 
abhangig'). Weil keine Stickstoffnahrung zugefiihrt worden ist, tritt 
auch keine Vermehrung der Zellenzahl der Hefe wahrend der kurzen Ver- 
suchszeit ein; die hohe Hefekonzentration ist auch fiir eine solche un- 
giinstig*). Dank der groBen Hefemenge pflegt die Garung trotz vollstandigen 
Mangels an N-Nahrung und Nahrsalzen rasch und glatt abzulaufen*). 

Als Kohlenstoffquellen haben wir nun die verschiedenen Untersuchungs- 
materialien verwendet, also Zuckerarten, Athylalkohol, Citronensiéure, 
Bernsteinsaure, Apfelsaure, Weinsaure und Acetessigsaure. 

Die filtrierten Suspensionen enthielten mit Ausnahme der zugesetzten 
Substanzen und ihrer léslichen Umwandlungsprodukte fast keine anderen 
Stoffe; die Hefe gibt nur sehr wenig Stickstoff an die Lésung ab (die Biuret- 
reaktion und die Hellersche Probe waren beide negativ); hierdurech war 
die Ausfiihrung der notwendigen Analysen in den Filtraten nie mit be- 
sonderen Schwierigkeiten verkniipft (vgl. 5S. 323). 


Literaturangaben iiber die Assimilation der Zuckerarten durch Hefe zu 
Zellbestandteilen und Reservestoffen von Kohlehydratcharakter. 


Schon Pasteur hat sich mit der Frage beschaftigt, ob Zucker gleich- 
zeitig zur Erndhrung und zur Vergdrung von der Hefe ausgenutzt werden 
kann. Er stellte eine Versuchsreihe mit Saccharose an und fand, da’ etwa 
1 Proz. von dem Zucker assimiliert, der Rest aber zerstért wurde. A. Mayer 
verwendet geringere Hefemengen und bekam etwas niedrigere Werte‘). 
Lindet®) schatzte die assimilatorische Tatigkeit der Hefe wesentlich niedriger 
ein. Laurent*) machte umfangreiche Versuche und konstatierte, daB neben 
den vergirbaren Zuckern eine Menge organischer Sduren und anderer 
organischer Verbindungen assimilierbar sind. Beijerink’) teilte die Hefen 
nach ihrem Assimilationsvermégen von verschiedenen Kohlehydraten ein. 
Es kommt vor, da8 eine Hefeart einen Zucker zu assimilieren vermag, 
den sie nicht vergdrt und ein Parallelismus zwischen den beiden Vorgiangen 


1) A. Klécker, C. r. Lab. Carlsberg 14, Nr. 7, 8. 40, 1919. 

2) Hayduck und Anders, Wochenschr. f. Brauerei 28, 223, 1911. 

3) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenz. 1921, 8. 445—448, 
Die Stickstoffnahrung und ihre Konzentration ist fiir den Girungsvorgang 
gleichgiiltig. Man kann sie ganz fortlassen, die Girung geht trotzdem 
flott. Es besteht kaum ein Zusammenhang zwischen N-Nahrung und 
Garung. 

4) A. Mayer, Landwirtsch. Versuchsst. 16, 301. 

5) L. Lindet, Bull. de l Assoc. des Chim. de Suer. et Dist. 35, 232 — 236, 
1917; Chem. Centralbl. 1918, II, S. 387; C. r. d. PAcad. d. science. 166, 
910—913; C. 1918, II, S. 746. 

6) EF. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

7) Beijerink, Centralbl. f. Bakt. 11, 68, 1892. 








314 H. Lundin: 


besteht nicht immer’). Die obergiarigen Brauereihefen vergiren Glucose 
und Fructose, assimilieren sie aber nicht immer?). Lindner untersuclite 
die Assimilierbarkeit der Dextrine und fand, da®B sie haufig assimiliert, 
aber nicht vergoren werden*), Nach Klécker ist die Assimilation stark 
von der N-Nahrung und ihrer Zusammensetzung abhingig*). Huwler sat, 
da der aufgenommene Zucker zur Synthese notwendiger Zellbestandteile 
des Plasmas usw. verwendet werden kann, also tatsiachlich assimiliert werden 
kann, und dieser Teil steht wohl zum Gesamtwachstum der Hefe in kon- 
stanter Beziehung. Weiter wird zeitweise der Zucker bzw. das Kohlenstoff- 
material als Reservestoff in Form von Glykogen aufgespeichert, und die 
Aufnahme von Kohlenstoff braucht natiirlich nicht mit der Zellvermehrung 
parallel zu gehen>). Watermann auBert sich folgendermaSen: 

Bei den Pilzen wird der Kohlenstoff wie auch andere Elemente beim 
Stoffwechsel nicht sofort in Pilzsubstanz und die Endprodukte umgesetzt, 
sondern unter Bildung eines Zwischenproduktes, des Glykogens®), ge- 
speichert. Bokorny hat eine Anzahl von Assimilationsversuchen von Hefe 
und verschiedenen Kohlehydraten angestellt. Als Ma8 fiir die Assimilation 
verwendete er die Trockensubstanzzunahme der Hefe. Am meisten benutzte 
er dabei 2g Zucker in 25 ccm Harn (fiinffach verdiinnt) und setzte ver- 
schiedene Hefemengen dazu. Nach 5 bis 7 Tagen wurden die Lésungen 
untersucht. Er fand dabei, daB die Menge der Aussaathefe im Verhiltnis 
zu der Zuckermenge eine groBe Rolle bei der Vermehrung der Hefe spielt’). 
Wenn gréBere Hefemengen zugesetzt wurden, konnte auch eine Abnahme 
der Trockensubstanz eintreten®). Dasselbe hatte schon Huler®) konstatiert. 
Die Vermehrung ist weiter von der Temperatur abhingig, und zwar dndert 
sich der TemperatureinfluB je nach der Aussaatmenge der Hefe!), Wieder- 
holter Zusatz des Zuckers bei gleichbleibender Gesamtmenge erwies sich 
als forderlich. 0,0lproz. freie Kalilauge begiinstigt die Assimilation"). 
Ungefahr 6 Proz. von der zugesetzten Dextrose wurden assimiliert. Maltose 
in Malzabsud wurde zu 14 Proz. aufgenommen. Uberhaupt gab Dextrose 
ungiinstigere Resultate als Saccharose und Maltose!?). Die Verwertung 
des Zuckers zum Aufbau von Hefesubstanz ist am giinstigsten bei 6 Proz. 
Zucker in der Lésung; niedrigere Konzentrationen sind weniger ungiinstig 


1) Vgl. A. Klécker, C. r. d. Lab. Carlsberg 14, Nr. 7, S. 40, 1919; C. 1920, 
I, S. 16. 


®) P. Lindner und Saito, Wochenschr, f. Brauerei 27, 509, 1910; 28, 
561, 1911. 


8) P. Lindner, ebendaselbst 29, 541, 1912. 

4) A. Klécker, C. r. d. Lab. Carlsberg 14, Nr. 7, 8. 40, 1919; C. 1920, 
I, 8. 16. 

5) H. Euler, Chemie der Hefe und der alkoholischen Giarung. Leipzig 
1915, Akademische Verlagshandlung. 

*) Watermann, Zeitschr. f. Gérungsphysiol. 5, 5—9; C. 1915, I, S. 561. 

*) T. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenz. 1922, 8. 1057—1060 und 
S. 1149— 1160. 


8) Derselbe, diese Zeitschr. 81, 219—262. 
*) Euler und Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen Garung. 
10) Th. Bokorny, diese Zeitschr. 81, 219— 262. 

") Derselbe, Allgem. Brauer- u. Hopfenz. 57, 477—480; C. 1917, II, S. 23. 
12) Derselbe, diese Zeitschr. 188, 64, 1917; C 1918, I, S. 122. 
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als héhere!). Die Anschauung, daB sich die Hefe bei gréBerer Verdiinnung 
nicht vermehre, ist natiirlich falsch; noch bei 0,1 bis 1 Proz. findet eine 
solehe statt. H. Elias und St. Weiss?) berichten, daB Hefezellen in sawren 
Medien keine regelmiBigen Veriainderungen des Glykogengehaltes zeigen ; 
in alkalischer Lésung erfolgt eine Anreicherung an Glykogen und Gesamt- 
kohlehydrat. Zikes*) fand, daB die Konzentration der Wiirze einen schwachen 
EinfluB auf die Gestalt und Form der Hefe ausiibt; einen starkeren auf 
ihre GréBe. Je konzentrierter die Wiirze ist, desto gréBere und kraftigere 
Zellen werden gebildet; die Bildung von Glykogen geschieht rascher und 
kraftiger und ist dauerhafter. Bei der Untersuchung der Zuckerbilanz der 
alkoholischen Giarung zeigten Harden und Young‘) zuerst, daB ein Teil 
des anscheinend verschwundenen Zuckers bei der zellfreien Gairung in eine 
alkalische Kupferlésung nicht mehr verandernde Substanz tibergeht (14 bis 
36 Proz.), die nach Hydrolyse mit Salzsiure in normaler Weise reduziert 
wird. Buchner und Meisenheimer®) wiesen darauf hin, daB die Entstehung 
dieses Kérpers nur auf die Witksamkeit eines im PreBsaft vorhandenen 
aufbauenden Enzyms zuriickzufiihren ist. Mit Unterhefe wurden Verluste 
in zwei Versuchen von 30 und 40 Proz. ohne Hydrolyse konstatiert. Mit 
Hydrolyse war der Verlust in fiinf Versuchen 2 bis 11 Proz. Die Menge der 
mit Salzsiure hydrolysierbaren Polysaccharide betrug 6 bis 19 Proz. 


Literatur iiber den Einflu8 des Sauerstoffs auf die Girung 
und die Assimilation. 


Sauerstoff ist einer von den Faktoren, welche das Verhiltnis Hefe- 
ernte: Alkoholausbeute beeinflussen. Giltay und Aberson*) fanden, dab 
bei starker Liiftung etwa drei Viertel des verschwundenen Zuckers der 
alkoholischen Garung unterlagen, wihrend beim Abschlu8 von Luft etwa 
90 Proz. vergoren wurden. Der Gesamtverbrauch an Zucker wird durch 
reichliche Zufuhr von Sauerstoff nicht unerheblich vergréBert, was zum 
kleineren Teil auf der starkeren Hefevermehrung beruht, hauptsiachlich 
aber die Folge der unter diesen Umstiinden lebhafteren Oxydation bzw. 
Veratmung des Zuckers’) ist. ,,Die auBerordentlich interessante Frage, 
ob es bei den gewéhnlichen Kulturhefen einen aerobischen Zustand .gibt, 
bei welchem trotz Vorhandensein girfaihigen Zuckers keine Garfahigkeit, 
sondern ausschlieBlich Oxydation durch die Zelle geiibt wird, ist von 
H. Buchner und Rapp gepriift worden*). Sie ziichteten Unterhefe auf 


1) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenz. 1918, 8. 1183—1184 
und §. 1191—1192. 

2) H. Elias und St. Weiss, diese Zeitschr. 127, 1—12, 1922; C. 1922, 
I, 8. 886. 

3) H. Zikes, Zentralbl. f. Bakt. 49, 2. Abt., S. 174—181. 

*) Harden und Young, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 37, 1052; C. 1904, 
Ii, 8. 51. 

5) Buchner und Meisenheimer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 39, 3201 
—3218; C. 1906, II, 8. 1449. 

6) Giltay und Aberson, Pringsheims Jahrb. f. wiss. Bot. 26, 543. 

7) Vgl. Euler, Chemie der Hefe und der alkoholischen Girung, 8. 227 
und 242. 

8) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 8. 350ff. 
Miinchen 1903. 
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zuckerhaltiger Nahrgelatine unter Luftdruck. Die Hefe befand sich als 
hier in freier Atmosphare, aber kaum ein Siebentel des verbrauchten Zuckes 
wurde zerstért; sechs Siebentel fielen dem Girungsvorgang anheim.‘ 
Zusammenfassend kann man sagen, dab, wenn Zuckerarten dic 
einzige Kohlenstoffquelle sind und eine geeignete Stickstoffnahrung 
zur Verfiigung steht, eine Assimilation der betreffenden Zuckerarten 
zu Leibes- und Reservesubstanzen der Hefe konstatiert worden ist 
Kine mehr oder weniger starke Zellen- und Trockensubstanzvermehrung 
der Hefe ist die Folge dieser Assimilation, die durch Liiften beférdert 
wird. Da man aber das Garungs- oder Selbstgirungsstadium, in dem 
die Versuche unterbrochen und in dem die Assimilationsbestimmungen 
ausgefiihrt worden sind, nicht beriicksichtigt hat, so sind Unstimmig. 
keiten entstanden, und man hat zuweilen statt einer erwarteten Zu- 
nahme eine Abnahme der Trockensubstanz gefunden; die bisherigen 
Versuche sind fiir Vergleiche in quantitativer Hinsicht nicht geeignet. 
In dem HefepreBsaft ist ein aufbauendes Enzym vorhanden, das Zucker 
in eine alkalische Kupferlésung nicht mehr veriindernde Substanz 
iiberfiihrt, die mit Salzsiure zum Teil zu reduzierenden Verbindungen 
hydrolysiert werden kann. Die durch die Assimilation des Zuckers 
bedingten Trockensubstanzzunahmen sind in den bisherigen Versuchen, 
wegen der vorhandenen N- Quelle, hauptsichlich auf eine Vermehrung 


der Zellenzahl bezogen worden. Eingehendere Versuche bei konstanter 
Zellenzahl liegen nicht vor; iiberhaupt vermi8t man nahere Unter- 
suchungen tiber die Vorgiinge bei der Assimilation und Aufspeicherung 
von Zuckerarten zu Zellbestandteilen und Reservestoffen von Kohle- 
hydratcharakter. 


Versuch 1. 


Orientierungsversuch iéber Kohlensdéure- und Alkoholbildung bei Sauerstojj- 
schiittelung der Hefe. 


A. Hauptprobe. Sauerstoffschiittelung. 50g PreBhefe und 500 ccm 
Dextroselésung, enthaltend 3,5g Dextrose = 535ccm Totalvolumen, 
wurden in den Schiittelkolben A des oben beschriebenen Versuchsapparates 
eingebracht. Unter Sauerstoffdurchleitung wurde 9 Stunden geschiittelt. 
Uber Nacht wurde der Kolben mit den Barytvorlagen im Eisschrank 
aufbewahrt (13 Stunden). Am nichsten Tage wurde wieder 8 Stunden 
im Sauerstoffstrom geschiittelt. 100 ccm der Versuchssuspension enthielten 
0,65 g Dextrose. 

Totale Versuchszeit: 17 Stunden. 

Versuchstemperatur: 16 bis 20°C. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit: vor dem Versuche neutral, nach 

dem Versuche sauer. 

Trockensubstanz der Hefe: etwa 25 Proz. ihres Gewichtes. 


In den Barytvorlagen konnte die gebildete Kohlensiure quantitativ 
bestimmt werden. 
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B. Blindprobe. Sauerstoffschiittelung. 50g PreBhefe und 500 ccm 
destillierten Wassers = 535 cem Totalvolumen wurden in den _ Schiittel- 
kolben B eingebracht und dort genau so wie die Hauptproben behandelt. 
In den Barytvorlagen wurde die entwickelte Kohlenséure quantitativ auf- 
gefangen. 

C. Gewéhnliche Gdrungsprobe. 50g PreBhefe und 500 cem Dextrose- 
lésung, enthaltend 3,5 g Dextrose = 535cem Totalvolumen, wurden in 
einem Kolben zwecks Verteilung der Hefe durchgeschittelt und dann 
unverschlossen neben den beiden iibrigen Proben wihrend der ganzen 
Versuchszeit stehengelassen. Alle 2 oder 3 Stunden wurde kraftig durch- 
geschiittelt. 100 ccm der Suspension enthielten 0,65 g Dextrose. 


1. Die in den Proben A und B gebildeten Kohlensduremengen betrugen: 





Auf Rechnung des zu- 
» 
Probe A Probe B gesetzten Zuckers kommen 


Zeit 
g 8 8 
Nach 17h | 5,5 1,9 3,6 


| 

(Die Kohlensituremengen beziehen sich auf die totale, urspriingliche 
Fliissigkeitsmenge, 535 ccm.) 

2. Der Zuckergehalt der Versuchsflissigkeiten wurde nach bestimmten 
Zeiten ermittelt. 20ccm der sehr gut durchgeschiittelten Suspensionen 
wurden abpipettiert, mit 20 ccm destilliertem Wasser verdiinnt und durch 
ein Faltenfilter mit etwas Kieselgur filtriert. In dem klaren und fast farblosen 
Filtrat wurde (wenn notwendig nach Verdiinnung) der Zuckergehalt nach 


Bertrand bestimmt und auf das urspriingliche Volumen (535 ccm) um- 
Wir fanden von mit Fehlingscher Lésung reduzierbaren Ver- 





gerechnet. 
bindungen nach: : 
a ae. ek Tee Probe C 
Zeit 
g 9 g g 
Nach 0h i 3,5 — 3,5 
1 15’ | 0,6 0 pee 
215 | ~— sin 0 
5 ii 0 | 0 onsins 


” ! 


Der Zucker verschwindet also sehr bald aus der Versuchsfliissigkeit. 


3. Weiterhin wurde der Alkoholgehalt bestimmt: 125ccm der gut 
geschiittelten Hefesuspension wurden iiber Kieselgur filtriert. 100 ccm des 
klaren Filtrats wurden destilliert (eventuell mit Wasserdampf). Das 
Destillat betrug 50 bis 75 ccm und gelangte in den Proben A und B direkt 
zur Alkoholbestimmung; in der Probe C erst nach zehnfacher Verdiinnung. 

Die Alkoholbestimmung geschah nach Philipp Hamills Modifikation 
von Niclouz’ Methode'). Die zu untersuchende Lésung soll einen Alkohol- 
gehalt von 0,05 bis 0,1 Proz. besitzen, 5 ecm Destillat (in C nach zehnfacher 
Verdiinnung) wurden in einen Kolben abpipettiert und 2cem Kalium- 


1) Maurice Nicloux, Dosage de l’acool dans le chloroform. Bull. de 
la Soc. Chim. de Paris (3. Serie) 35, 330, 1906; Philipp Hamill, Journ. 
of Physiol. 39, 476—484, 1909/10; C. 1910, I, 8. 1273. 

Biochemische Zeitschrift Band 141. 2) 
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bichromatlésung (10,78 g pro Liter) wurden zugefiigt; ebenso allmahlich 
und unter Kiihlung 5 bis 10 cem reiner Schwefelsture. Nach Erwarmen 
10 bis 15 Minuten in kochendem Wasserbade wurde abgekiihlt, mit Wasser 
verdiinnt, 20 cem Ferrosulfatléisung wurden zugesetzt und der Uberschus 
an Ferrosulfat mit der Bichromatlésung und Kaliumferricyanid (3 g in 
100 ccm) als Indikator (Tiipfelmethode) oder mit Permanganat titriert. 
Die Ferrosulfatlésung enthielt 17,22g FeSO,.(NH,),80O,+ 6H,0 
pro Liter; 5ccm derselben entsprachen 1 ccm Bichromatlésung, a ccm 
Bichromat entsprechen a/2 Promille Alkohol in der Fliissigkeit. 


In dieser Weise fanden wir in den drei Proben folgende Alkoholmengen: 





Zeit Probe A | Probe B Probe C 
Nach 9h — _ 16 
cae 0,04 0,02 15 


Der Sauerstoffstrom reiBt in der Probe A keinen Alkohol in die Vor- 
lagen mit, denn eine Bestimmung in dieser gab ein negatives Resultat. 


4. Bestimmung der mit etwa 3proz. Salzsdéure hydrolysierbaren Kohle- 
hydrate. Um zu konstatieren, ob durch Assimilation von Zucker oder 
Alkohol sich in der Hefe neue Kohlehydrate wahrend des Versuches 
gebildet hatten, wurden in den drei Proben und in 10g der urspriinglichen 
Hefe Bestimmungen der mit 3proz. Salzsiure hydrolysierbaren Kohle. 
hydrate vorgenommen. 


95 ccm der gut durchgeschiittelten und gleichmaBigen Hefesuspensionen 
bzw. 10g Hefe und Wasser (= Totalvolumen 95 ccm) wurden in vier 
100-cem-MeBkolben eingebracht und mit 6cem konzentrierter Salzsaure 
versetzt. Nach dreistiindigem Erhitzen im Wasserbade wurde klar filtriert 
und von den Filtraten je 50 ccm in 100-ccm-Me8kolben abpipettiert. Nach 
Neutralisation mit n/l Lauge wurde auf 100 ccm aufgefiillt und in den 
Lésungen Bertrandbestimmungen ausgefiihrt. Als Glucose berechnet 
und auf 535 cem bezogen, bekamen wir folgende Mengen leicht hydrolysier- 
barer Kohlehydrate: 


ON He Eye ae oe 40g 

Nach 17stiindiger SiR ry ctr eirgs extia ae al ate 3,7, 
Versuchszeit in TREES. > Deane Ee ae er Tee 44, 
der urspriinglichen Hefe=. . 43, 


5. Fliichtige Sduren. Wegen der reichlichen Sauerstoffzufuhr wire es 
zu erwarten, da in der Probe A ein Teil des Zuckers zu organischen Sauren 
oxydiert wiirde. Nach dem Versuche wurden deshalb 100 cem Filtrat der 
Versuchslésung mit 4 bis 5cem Phosphorsaiure versetzt und mit Wasser- 
dampf destilliert. Die Vorlagefliissigkeit verbrauchte nur 0,90 ccm 
n/10 Lauge bei der Neutralisation (Phenophthalein); in 535 ccm also 
5cem, die als Essigsiure berechnet 0,03 g dieser Saéure bedeuten. 


6. Kohlenstoffbilanz. Wenn wir dariiber klar werden wollen, was 
aus dem zugesetzten Zucker geworden ist, d. h. in welche Verbindungen 
er umgewandelt worden ist, und seine prozentuale Verteilung auf diese 
Verbindungen, so geschieht dies am besten dadurch, daB wir die Kohlen- 
stoffgehalte der entstandenen Produkte dem Kohlenstoffgehalt des Zuckers 
gegeniiberstellen. 
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Tabelle Ia. 


Kohlenstoffbilanz des zugesetzten Zuckers und der aus ihm gebildeten 
Produkte nach einer Versuchszeit von 17 Stunden. Probe A: 3,5 g Dextrose 
mit Sauerstoffschiittelung. Probe C: 3,5g Dextrose ohne Sauerstoff- 





schiittelung. 
sa aieapyr aneaemanonianian ipeiies! <—"~* aeagiaiaas Ieper 

OL VR eee o @2 0 eo: |. Ou 0 gC 
Kohlensfure......... 36 g — 0,99gC 0,42 gC 
MS 95 85500 8 a TS 0,04 g — 0,02gC 15g — 0,83gC 
Fliichtige SAuren ...... 0.03 g = 0,01 gC 

JCA! ee ae 0,15 gC 
Dextrose zugesetzt. .... . | 35 g~=—140gC | 35g = 140gC 


Nach der Garungsformel 
C,H,,0, = 2CO, + 2C,H;OH 
——— ———eEE eS, 
72gC 24¢C 48g C 

verteilt sich der Kohlenstoffgehalt der Dextrose bei der Vergiarung so, 

daB 33,3 Proz. von derselben Kohlensaéure und 66,7 Proz. Alkohol bilden. 

In der Probe C ist nur eine Alkoholbestimmung vorgenommen worden, 

aber aus dem erhaltenen Werte ist die Kohlensiure nach obiger Garungs- 
formel berechnet worden. 

Tabelle Ib. 
Von dem Kohlenstoffgehalt des zugesetzten Zuckers sind in Form von: 

















ProbeA | Probe C 2 a 
sane eae SS ee eS RE ee 
Kohlensiure. .. .. . | 70,8 29,5 33,3 
ee | 14 590 | 66,7 
Fliichtige Sauren i 0,7 - - 
—_ceeAbeneies las Vokes Gee 
100,0 100,0 | 100,0 


Wir finden also besonders in der Probe A groBe Abweichungen von 
dem theoretischen Girungsverlauf. Fast kein Alkohol und mehr als doppelt 
so viel Kohlensdure als erwartet werden gebildet (in A): Dazu kommt auch 
ein groBes Manko von 27 Proz. 

Wenn wir die Resultate der Untersuchung iiber die leicht hydro- 
lisierbaren Kohlehydrate der Hefe betrachten, finden wir, daB auch 
die Hefetrockensubstanz Verinderungen unterlegen ist. Die Proben A 
und B, die eine intensive Sauerstoffbehandlung erfahren haben, zeigen 
einen kleineren Gehalt an diesen Substanzen. In B ist der urspriing- 
4,3 — 3,7, 
er ee 100 = 14 Proz. 
eingetreten, was sich durch die Selbstgirung, die von dem durch- 
geleiteten Sauerstoffstrom beschleunigt wurde, und die einen Abbau 
und eine Veratmung der betreffenden Kohlehydrate mit sich brachte, 
erkliren 14Bt. In A ist die Selbstgirung weniger stark (7 Proz. von 
21* 


lichen Hefe gegeniiber eine Abnahme von ( 
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den Kohlehydraten sind verschwunden), vielleicht deshalb, weil eine 


teilweise Assimilation des Zuckers oder des zugesetzten Alkohols von 
der Hefe die veratmeten Kohlehydrate zum Teil ersetzt hat. 

In der sauerstoffgeschiittelten Probe A ist fast gar kein Alkohol 
vorhanden, aber dafiir desto mehr Kohlensiure. Falls a) hier in einem 
friiheren Stadium der Girung etwa der theoretische Gehalt an Alkohol 
vorhanden war, so miiBte der Alkohol direkt oder iiber b) Zwischen- 
produkte, z. B. Glykogen zu Kohlensiure und Wasser veratmet (oxydiert ) 
worden sein. Es ware aber auch méglich, daB c) der Zucker direkt zu 
Kohlenstiure und Wasser oxydiert wiirde, oder endlich erst d) nach einer 
Assimilation und Aufbau zu den oben genannten Kohlehydraten. Eine 
alkoholische Girung wiirde dann nicht eintreten. e) SchlieBlich ist 
denkbar, daf sich eine Kombination von allen diesen Méglichkeiten 
abspielt. 

Man kénnte auch meinen, daB auBer den aufgezihlten Verbindungen 
auch andere entstehen, die einen Teil des Zuckerkohlenstoffs engagieren. 
Nach den Ergebnissen der folgenden Untersuchungen ist dies aber 
nicht zutreffend. 

Versuch 2. 
Parallelversuch zu Versuch 1. 


Dieser Versuch ist dem vorigen vollstandig ahnlich, nur fehlt die 
Probe C. AuBerdem sind hier pro 535 ccm Totalvolumen 5,0 g Dextrose 
statt 3,5 g in dem Versuche 1 zugesetzt worden. 100 ccm Versuchslésung 
enthielten also 0,93 g Dextrose. 

Die entsprechende Kohlenstoffbilanz hatte nach 10,40stiindiger Ver- 
suchszeit folgendes Aussehen: 


Tabelle II. 


Kohlenstoffbilanz des zugesetzten Zuckers und der aus ihm gebildeten 
Produkte. Probe A: 50 g PreBhefe und 500 cem Dextroselésung, enthaltend 
5 g Dextrose, wurden 10,40 Stunden im Sauerstoff geschiittelt. 





Deak: pm Girungs- 





Probe A | formel berechnet 
: ERTS SETS Ie n zo Proz. 
Mg gore ee ie: g= 0: gC 
Kohlenséure. .... . | 3,5 g — 095gC 47,5 Proz. 33,3 
RG At. ar WS \015g —008gC 40 , | 66,7 
MO ks ess te _0sg0 48,5 ee CEES nc Mis ae 
Dextrose zugesetzt . 4 | 5,0 g = 2,00gC 100,0 Proz. | 100,0 


Wir finden hier dieselben Erscheinungen wie im vorigen Versuch. 
Der Alkoholgehalt ist etwas gréBer, 4 gegen 1,4 Proz. Die Kohlen- 
siuremenge ist bedeutend kleiner, aber dafiir ist das Manko entsprechend 
groBer. Falls durch Assimilation Kohlehydrat entstanden ist, sind 
die entstandenen Kohlehydratquantitaten fast wate so groB, weil 
sie nicht so stark veratmet worden sind. 
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Versuch 3. 


Relation von Alkohol, Kohlensdure und Kohlehydratneubildung zum Ver- 
schwinden des Zuckers. 

A. Hauptprobe. 50g PreBhefe und 500 cem Dextroselésung, enthaltend 
10g Dextrose = 535 cem Totalvolumen, wurden im Sauerstoffstrom ge- 
schuttelt. Wir trachteten, hier den Versuch in dem Moment, als der Zucker 
gerade verschwunden war, abzubrechen. 

100 cem der Versuchsfliissigkeit enthielten 1,87 g Dextrose. 

Versuchszeit 9 Stunden. 

Versuchstemperatur 12 bis 14°C. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem Versuche neutral, nach 

dem Versuche sauer. 

Trockensubstanz der Hefe 26,5 Proz. ihres Gewichtes. 

1. In den Barytvorlagen wurde nach dem Versuche die Kohlensdure 
(auf 535 cem) zu 5,0 g bestimmt. Da sich in der Probe B wihrend derselben 
Zeit 1,0 g bildete, so kommen auf Rechnung des Zuckers in A 4,0 g Kohlen- 
siure. Der Alkoholgehalt wurde wie im Versuche 1 zu 2,8 g bestimmt 
(535 cem). 

Eine herausgenommene und untersuchte Probe ergab, da nach 
4 Stunden noch 4,0 g Dextrose in der Versuchsfliissigkeit vorhanden waren. 
Nach 9 Stunden konnten keine reduzierenden Verbindungen mehr nach- 
gewiesen werden (auch nicht in der Probe C). 

2. Trockensubstanz. Unmittelbar nach dem Versuche wurden 250 cem 
von der gut durchgeschiittelten Suspension in einer Porzellanschale auf 
dem Wasserbade eingedampft, der Riickstand pulverisiert und bei 105° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Auf das urspriinglichen Versuchsvolumen, 
535 cem, umgerechnet, konnten 15,3 ¢ Trockensubstanz ermittelt werden. 

3. Fett und andere dtherlésliche Substanzen. Um nachzuweisen, ob 
eine Bildung von Fett und anderen itherlislichen Verbindungen eingetreten 
war, wurden 8g der Trockensubstanz 7 Stunden in einem Soxhletapparat 
mit Ather extrahiert. 

Pro 15,3 g Trockensubstanz 0,16 g Fett. 

4. Acetaldehyd. Eines der Reaktionsprodukte, die hier in Betracht 
kommen kénnten, wire Acetaldehyd. Wenn diese Substanz gebildet werden 
wiirde, miiBte sie wegen ihrer Leichtfliichtigkeit zum Teil in den Baryt- 
vorlagen zu finden sein. Nachdem diese titriert waren, wurden sie ver- 
einigt und mit Schwefelsiiure bis zu schwach alkalischer Reaktion neutra- 
lisiert. Nachdem sich das Bariumsulfat abgesetzt hatte, wurde die iiber- 
stehende Lésung vorsichtig filtriert und von dem Filtrat 1000 cem in dem 
Milchséurebestimmungsapparat von Fiirth und Charnass') 34 Stunden 
destilliert. Im der Vorlage befanden sich 250cem Wasser und 20 ccm 
Kaliumbisulfitlbsung (5g im Liter). Die Titration mit n/10 Jodlésung 
ergab, daB kein Aldehyd nachgewiesen werden konnte. 

5. Alkoholextraktion des Trockenriickstandes der klar filtrierten und ein- 
gedampften Versuchsfliissigkeit. 200 cem Suspension wurden iiber Kieselgur 
klar filtriert und von den Filtraten 150 ccm in einem Glaskolben auf dem 
Wasserbade eingedampft. Der Riickstand wurde mit 300 bis 400 ccm 
90proz. Alkohol wahrend 2 Stunden extrahiert (RiickfluBkihler). Nach 
der Extraktion bleibt von dem Trockenriickstande nur eine weiBe Salz- 
kruste. Diese wurde abfiltriert, der Alkohol verdampft und der Alkohol- 


1) O. Firth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 199, 1910. 
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extrakt bei 105° 2 Stunden getrocknet und dann nachgewogen. Pro 535 cer 
Versuchsflissigkeit wurden 0,7 g alkoholléslicher Substanzen gefunden, |)a 
wir in der Probe B unten 0,30 g fanden, so ist also eine Bildung von 0,4 » 
in der Hauptprobe konstatiert worden. Das Ergebnis ist also, daB nur 
unbedeutende Mengen diffusibler Verbindungen gebildet werden. 

B. Blindprobe. 50g PreBhefe und 500ccm destillierten Wassers 
= 535 ccm Totalvolumen wurden genau so wie die Hauptprobe behande't. 
Die wahrend des Versuches gebildete Kohlensaure betrug 1,0 g (in 535 ccm). 
Die Trockensubstanzmenge der Hefesuspension wurde wie in A bestimmt. 
Sie betrug 12,0 g. 

Der Fettgehalt der totalen Trockensubstanz 0,11 g. 

Die diffusiblen Verbindungen (Alkoholextraktion) machten 0,30 ¢ aus. 

C. Gewohnliche Gdrungsprobe. 50g PreBhefe und 500 ccm Dextrose, 
enthaltend 10g Dextrose = 535cem ‘Totalvolumen, wurden in einem 
Kolben zwecks Verteilung der Hefe durchgeschiittelt und dann unver- 
schlossen neben den iibrigen Proben wihrend der ganzen Versuchszeit 
stehengelassen. Alle 2 oder 3 Stunden wurde kriftig durchgeschiittelt. 

100 ccm Versuchsloésung enthielten 1,87 g Dextrose. 


Nach 9 Stunden war die Versuchsfliissigkeit zuckerfrei. 


ey are eee. 
Trockensubstanzgehalt. .... . 14,5¢ 
Fettgehalt ..... Sg ee ne 


D. Blindprobe der Probe C. 50g ‘PreGhefe und 500 ccm destillierten 
Wassers = 535 ccm Totalvolumen wurden genau so wie die Probe C behandelt. 


Trockensubstanzgehalt. . . . . . 18,0¢ 
Fettgehalt ..... aca et ES 


E. Trockensubstanzbestimmungen ra Hefe. 50g Hefe wurden auf dem 
Wasserbade eingedampft und nachher bei 105° getrocknet, 18,8 g. 


Gegeniiberstellung der ermittelten Trockensubstanzmengen. 


Probe A... . . . 15,3g Substanz 
ea mee on 
ae eee emer rere ea) ‘i 
Pen) IN wee cree | ath 
E. 13,3 g 


Alle Proben wiadelinn 50 g - PreBhefe; A und C auBerdem 10g Dex- 
trose, A und B waren Sauerstoffproben, C und D gewéhnliche Garungs- 
proben, wo der Luftsauerstoff Zutritt hatte. E reprasentiert die urspriing- 
liche Hefe. 


In D ist eine kleine Selbstgirung oder richtiger Veratmung (denn 
kein Alkohol wird gebildet) der veratmungsbaren Kohlehydrate der 
Hefe eingetreten. In B ist dieses Phinomen starker ausgeprigt wegen 
der intensiven Sauerstoffliftung. In A und C ist gegeniiber den ent- 
sprechenden Blindproben eine Trockensubstanzvermehrung von 3,3 
bzw. 1,5 g eingetreten, die offenbar auf eine Assimilation von Zucker 
oder dessen Umwandlungsprodukte zuriickzufiihren ist. In Prozenten 
von der Trockensubstanz der Probe E betrigt die Zunahme in A 


= 100 = 25 Proz. und in C 11 Proz. Die Assimilation wird durch 
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Sauerstoffzufuhr stark in giinstigem Sinne beeinfluBt. Wie wir unten 
auf S. 330 sehen werden, bestehen die Assimilationsprodukte aus héheren 
Kohlehydraten, teils von leicht und teils von schwer hydrolysierbarem 
Charakter. Unter den ersteren ist Glykogen ein Hauptbestandteil. 

AuBer Alkohol, Assimilationsprodukten vom Charakter der héheren 
Kohlehydrate und Kohlensiure werden keine anderen Verbindungen, 
die in nennenswerter Menge auftreten, unter unseren Versuchsbedin- 
gungen gebildet (vgl. die untenstehende Bilanztabelle IIIa). 


Fliichtige Sauren (Versuch 1), nicht fliichtige Sauren (s. unten S. 333), 
diffusible Verbindungen (in 90proz. alkohollésliche, die Sauren sind hier 
enthalten), gasf6rmige Substanzen (s. Fiirth und Lieben), Fett und andere 
atherlésliche Substanzen, Acetaldehyd werden nur in unbedeutenden 
Quantitaten gebildet. Die nicht fliichtigen von diesen Substanzen erhalten 
wir mit in der Trockensubstanz bei deren Bestimmung. 

Wir kénnen also die Assimilationsprodukte mit der Formel (Cg H,)05) 
und einen Kohlenstoffgehalt von 44,4 Proz. vorliufig in Rechnung stellen. 

Beziiglich des Fettes siehe Teil II, S. 349. 

Acetaldehyd, den wir vermiBt haben, pflegt sonst als Nebenprodukt 
der Garung aufzutreten, insbesondere wenn wiahrend der Giarung fiir eine 
reichliche Sauerstoffzufuhr gesorgt worden ist. 

Athylalkohol wird dann sehr leicht in statu nascendi zu Acetaldehyd 
oxydiert (besonders bei hautbildenden Hefevegetationen). Nach Reymann 
und Kruis erzeugte Brennereihefe unter dicsen Umstinden besonders 
viel Aldehyd. 


Gegeniiberstellung der ermittelten Fettmengen. 


Probe A... .. . O16 g Fett 
a a ca NS, PR ay 
op Os Bw oe. ee 
be a BHR oleae, eR ae 


Die Fettmengen sind also sehr klein. In A, wo wir den gréBten Gehalt 
finden, nur 1,2 Proz. von der Hefetrockensubstanz. Der Fettgehalt scheint 
denselben Schwankungen wie der Trockensubstanzgehalt in den ver- 
schiedenen Proben zu unterliegen. 


Tabelle Illa. 
Kohlenstoffbilanz des in den Proben A und C zugesetzten Zuckers und 
aus demselben gebildeter Produkte. Probe A: Sauerstoffschiittelung, 
Dextrosezusatz. Probe C: Dextrosegiirung ohne Sauerstoffzufuhr. Der 
Versuch ist in dem Moment, als der Zucker verschwand, unterbrochen 
worden. Versuchszeit 9 Stunden. 











Probe A Probe C 
NN Saag ee 0g 0 gC 0 g 0 gC 
SE at yk ge oe 23g —1,20gC | 39g 2,03 g C 
Trockensubstanzzunahme _be- 
rechnet als CoHiOs ees 33g—145¢gC | ldg 0,67 gC 
Kohlensiure. ........ 40g—110gC | 40g 1,05 gC 
Manko CON Share ee ig se 0,25 g C 0,25 gC 








Dextrose zugesetzt . a ; 3 eh ; 100g — 4,00 gC 4 “100g = 400 gC 
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In der Probe C ist keine Kohlensdéurebestimmung gemacht worde,), 
aber wir haben dasselbe Manko wie in A angenommen und die Kohlen- 
siure durch die Differenzberechnung erhalten. 


Tabelle IIIb. 
Von dem Kohlenstoffgehalt des zugesetzten Zuckers sind in Form von: 





— Poneto = v 





Probe A ok RN eteprglh: =: om gmmeme 
; Proz. TEPER te Proz. os : Proz. | 
| 

pe re ar | 30 \ | 50,7 | 66,7 

Kohlehydraten C,H,,0, || 36,3 | 3 | 16, | 67,4 | an 
Kohlensiure. .... . wa 26,4 33,3 
2 ae: 3}937 | “G5 | 825 | en eae 
100.0 / 100,0 | 100,0 


Wenn wir die Tabelle IIIb betrachten, finden wir in A ein Manko 
von 6,2 Proz. und in C haben wir dasselbe angenommen. In Uberein- 
stimmung damit, was wir eben auf S. 323 gesagt haben, kann dieses 
Manko nur oder wenigstens zum gréBten Teil auf Kohlensiureverluste 
zuriickzufiihren sein. Nach unten folgenden Versuchen sind wir wohl 
berechtigt, die Kohlenstoffgehalte des Mankos und der Kohlensiure 
zu addieren, und bekommen dann einen der wirklichen Kohlensiure- 
bildung (aus dem Zucker) gut entsprechenden Wert, und wir kénnen 
dabei konstatieren, daB die Kohlensdurebildung in den beiden Versuchen 
dieselbe ist wie in der theoretischen Gdrungsformel. Die Kohlensdure- 
bildung scheint demnach davon unabhdngig zu sein, daB in A nur 30 Proz., 
in C 50 Proz. statt (in den beiden Proben) 66,7 Proz. von dem in Form 
von Dextrose zugesetzten Kohlenstoff als Alkohol wiederzufinden ist. 
Weiter ist sie von den gebildeten Kohlehydratmengen unabhdngig. Wenn 
wir den Kohlenstoffgehalt des gebildeten Alkohols und den der neu ge- 
bildeten Kohlehydrate addieren, bekommen wir gerade den Kohlenstojf- 
gehalt der theoretischen Alkoholmenge nach der Gérungsformel. Dieses 
alles spricht dafiir, dap die Hefe den Zucker vollsténdig in Alkohol und 
Kohlensdure spaltet und den gebildeten Alkohol teilweise assimiliert. 
Diese Assimilation wird durch einen Sauerstoffstrom stark beférdert 
und steht in Ubereinstimmung mit der spdter zu erérternden Tatsache, 
dap der Hefe zugesetzter Alkohol zu Kohlehydrat zu assimilieren vermag. 

Eine direkte Oxydation des Zuckers oder des Alkohols zu Wasser 
und Kohlensdure findet offenbar nicht statt. 

Eine weitere Stiitze fiir die Annahme, daB die Hefe fiir die wahrend 
des Versuches gebildeten Kohlehydrate den entstandenen Alkohol und 
nicht den Zucker als Baustein verwendete, finden wir in der groBen 
Bedeutung, die dem Sauerstoff in unseren Versuchen zukam. In der 
sauerstoffgeschiittelten Probe A hat die Hefe 36,3 Proz. von dem 
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Kohlenstoffgehalt des Zuckers assimiliert, in der Probe C, wo kein 
Sauerstoff zugefiihrt worden ist, nur 16,7 Proz. (dementsprechend ist 
der Alkoholgehalt in A 30 Proz. und in C 50,7 Proz.). Wenn Zucker, 
der auf demselben Oxydationsstadium wie die Kohlehydrate C,H,)0; 
steht, direkt von der Hefe assimiliert werden wiirde, wire keine Sauer- 
stoffzufuhr nétig. Ganz anders aber verhalt es sich mit dem Alkohol, 
der im Vergleich zu den Kohlehydraten einen stark reduzierten Kérper 
darstellt. Um hier eine Oxydation durchzufiihren, ist viel Sauerstoff 
notwendig, und in den sauerstoffgeliifteten Proben findet auch ein 
bedeutend lebhafterer Kohlehydrataufbau statt. In dem Alkohol- 
versuch (Versuch 4, Teil II) haben wir gefunden, da8 in der Probe C 
wo kein Sauerstoff zugefiihrt worden ist, keine Alkoholassimilation 
auftrat, daB also der Alkohol ganz intakt blieb. Nur in der sauerstoff- 
behandelten Probe A trat eine solche ein. 

Hier und in den folgenden Zuckerversuchen findet doch in den 
nicht sauerstoffbehandelten Proben C eine gewisse Assimilation statt. 
Dies wire dadurch zu erklaren, da® hier der sich aus dem Zucker 
bildende Alkohol in statu nascendi sich leichter von der Hefe assi- 
milieren lieBe, so daB in den Fallen, wo kein Sauerstoff zugefiihrt wurde, 
eine gewisse Alkoholmenge von der Hefe unter Ausnutzung von dem 
immer in der Versuchsfliissigkeit gelésten Sauerstoff aufgenommen 
werden kénnte. (Die Versuchslésung stand an der Luft und konnte 
aus dieser O, beziehen.) (Wenn die Garung unter streng anaeroben 
Verhiltnissen ausgefiihrt wird, 80 findet man, wie bekannt, fast den 
theoretischen Alkoholgehalt, weil keine Assimilation des Alkohols aus 
den eben angefiihrten Griinden eintreten kann.) 

Der Zucker wird also anscheinend unter allen Verhaltnissen von 
der Hefe vollstandig (der verschwundenen Zuckermenge entsprechend) 
in Alkohol und Kohlensiure gespaltet, d. h. die Girung ist vollstandig, 
und es hat nur den Anschein, als ob dies bei Sauerstoffzutritt nicht 
der Fall ware, weil eben ein Teil des gebildeten Alkohols assimiliert wird. 


Wenn der Vergirungsgrad nach der Alkoholausbeute berechnet wird, 
bekommen wir in A 


100 . 30 
——— == 45.0 Proz. 
66,7 
und in C 
100 . 50,7 
—_— = 76,0 Proz. 
66,7 


der theoretischen Ausbeute bei typischer Gairung = 100 Proz. 

Keine direkte Oxydation des Zuckers zu Kohlensiure und Wasser 
findet statt. Der Abbau und die Verbrennung der durch Assimilation 
aufgespeicherten leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate hat noch nicht 
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angefangen. Die Versuchsfliissigkeiten enthalten nur einen kleine 
Prozentgehalt an Alkohol: 
3. 100 3,9. 
in A — = 0,43 g und in B o— 

welche Mengen keinen EinfluB auf den Glykogenabbau haben kénnen. 

Wird aber der Versuch mit Sauerstoffbehandlung iiber den Zeit. 
punkt hinaus, wo der Zucker gerade verschwindet, ausgedehnt, so 
wird der gebildete Alkohol weiter und schiieBlich (wenn das Aufnahme. 
vermégen der Hefe nicht tberschritten wird) vollstindig assimiliert 
und von den dabei gebildeten Produkten die leicht hydrolysierbaren, 
wenigstens das Glykogen (wie wir in den folgenden Versuchen sehen 
werden, entstehen nimlich auch schwer hydrolysierbare C-Hydrate 
bei der Assimilation, die nicht abgebaut und veratmet werden), wieder 
abgebaut und zu Kohlensiure und Wasser oxydiert oder verbrannt, 
wodurch die Kohlensiureproduktion weit iiber den Wert der theore- 
tischen Garungsformel steigt (s. Versuch 1 und 2). 

Dies geht aus den Versuchen 1 und 2 hervor, wo der entstandene 
Alkohol fast vollstandig assimiliert worden war. 

In diesem Versuche haben wir also restlos aufklaren kénnen. 
welche Produkte und in welchen Mengen dieselben aus dem Zucker 
gebildet wurden. 





= 0,73g pro 100 ccm, 


Versuch 4. 


Fraktionierungsversuch beim Verschwinden gréBerer Zuckermengen mit und 
ohne Sauerstoffschiittelung. 


Versuchsdaten. 


A. Hauptprobe. 60 g PreBhefe und 600 cem Dextroselésung, enthaltend 
51 g Dextrose = 642 ccm Totalvolumen, wurden im Sauerstoffstrom 
7 Stunden, geschiittelt, dann bei gewohnlicher Temperatur 12 Stunden 
iiber Nacht stehengelassen und am nichsten Morgen wieder 2 Stunden 
mit Sauerstoff geschiittelt. Die Versuchsfliissigkeit enthielt dann keine 
reduzierenden Verbindungen mehr. 100 ccm der Versuchsfliissigkeit ent- 
hielten 7,95 g Dextrose. 

Totale Versuchszeit: 21 Stunden. 

Versuchstemperatur: 16 bis 20°C. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit: vor dem Versuche neutral, nach 

dem Versuche sauer. 
Trockensubstanz der Hefe: 23,7 Proz. 


1, Alkoholgehalt. Nach dem Versuche wurden 70cem der durch- 
geschiittelten Suspension tiber Kieselgur filtriert und 55cem von dem 
Filtrat mit 120cem Wasser versetzt, neutralisiert und destilliert. Das 
Destillat betrug genau 100ccm. In demselben wurde der Alkoholgehalt 
pyknometrisch ermittelt. In der totalen Suspension befanden sich 19,5 g A. 


2. Bestimmung der Zahl der Hefezellen. Je 2ccm von der wahrend 
der letzten 2 Versuchsstunden ohne Unterbrechung geschiittelten Suspension 
wurden in fiinf kleine Flaschen mit 30 ccm Wasser und 10 ccm 10proz. 
Schwefelsiure (um ein Zusammenballen der Hefezellen zu vermeiden) 
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abpipettiert (Totalvolumen 42ccm). Nachdem die Flaschen mindestens 
1, Stunde in der Schiittelmaschine kraftig geschiittelt waren, wurden die 
Zellen in Biirkers Blutkérperzihlkammer gezahit. Der Mittelwert von 
den sehr gut iibereinstimmenden fiinf Zaihlungen war 12,2 Zellen pro 
emm. 


1 
1000 


3. Mikroskopische Glykogenuntersuchung. Die mit der Lugolschen 
Jodlésung gefairbten Hefepriparate wurden mikroskopiert. Im Verhaltnis 
zi der urspriinglichen Hefe, Probe E, konnte kaum eine Vermehrung 
des Glykogens wahrgenommen werden. Die Hefezellen waren aber groBer 
und praller und die Zahl der kleinen Zellen war bedeutend niedriger 
als in E. 

4. Trockensubstanzbestimmung. In 300cem der gut geschiittelten 
Suspension wurde die Trockensubstanz wie im vorigen Versuche bestimmt. 
Auf 642 cem 20,8 g. 


5. Organische Sduren. 20cem Hefefiltrat wurden von 50,4 ccm 
n/10 NaOH (Phenolphthalein) neutralisiert. Pro 642cem also 173 cem 
Lauge. Als Essigsiiure berechnet, entspricht die gefundene Aciditat einer 
Menge dieser Saéure von 1,04 g. 


6. Chemische Glykogenuntersuchung. 100ccm Suspension wurden zu 
50cem auf dem Wasserbade eingedampft und dann mit 95g festem KOH 
versetzt und auf 100 cem aufgefiillt (60proz. KOH). Nach dreistiindigem 
Erwirmen auf dem Wasserbade wurde abgekiihlt, verdiinnt und mit 
Alkohol nach Pfliiger gefallt!). Pro 642 ccm Versuchslésung 4,8 g Glykogen 
C, Hy) Os. 

7. Bestimmung der mit 2,7 proz. Salzsdéure hydrolysierbaren Kohlehydrate. 
Die Bestimmung wurde so ausgefiihrt, wie im Versuche 1 beschrieben 
worden ist. Pro 642ccem Suspension wurden, als C,H,)O,; berechnet, 
6,2 g ,,leicht hydrolysierbare“* Kohlehydrate gefunden. Die Hydrolyse 
war vollstindig, denn wenn das Unhydrolysierte auf dem Filter noch 
einmal hydrolysiert wird, wurden keine reduzierenden Verbindungen mehr 
gebildet (Teil II, Versuch 1). (Glykogen wird von 2,2proz. und Starke 
von 2,7proz. Salzséure hydrolysiert.) 


8. Bestimmung des Gesamtproteins. In der getrockneten, pulverisierten 
und gemischten Hefe (von der Trockensubstanzbestimmung) wurde der 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl ermittelt. Er betrug 1055 mg N. Gesamt- 
protein demnach 6,60 g. 


9. Aschebestimmung. In der getrockneten, pulverisierten und ge- 
mischten Hefe (von der Trockensubstanzbestimmung) wurde der Asche- 
gehalt durch Veraschung von 1,60 g Substanz ermittelt. Pro 642 ccm 
Suspension 1,1 g. 


10. Der Fettgehalt wurde nicht bestimmt, aber auf Grund der im Ver- 
suche 3 und 5 erhaltenen Resultate wurde er zu 9,2 g geschatzt. 


B. Blindprobe. 60g PreBhefe und 600ccm destillierten Wassers 
= 642 ccm Totalvolumen wurden so wie die Hauptprobe behandelt. 


Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 


1) Abderhaldens Biochem. Handlex. 2, 258, 259. 
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Alle untenstehenden Bestimmungen wurden so wie in der Haupt 
probe ausgefiihrt. 


1. Zahl der Hefezellen . ........ ~~ « 12,0 pro*/,,, cm 
2. Seance ae : . . 18,6 ¢g 
3. Mit 2,7 proz. Salzsdure hydrolysierbare C -Hy- 
ae ite tease ieee oe 
h, ORETREIONON 5 os 5 ae wy iru ww oo cee | 
OR "SIP SOR ene Ree year ReR ep ret rte Nien. 
fe ‘ ps ee 


C. Gewoéhnliche penne 60 g PreBhefe und 600 cem Dextrose. 
lésung, enthaltend 51g Dextrose = 642cem Totalvolumen, wurden in 
einem Kolben zwecks Verteilung der Hefe durchgeschiittelt und ohne 
VerschluB neben den iibrigen Proben wihrend der ganzen Versuchszeit 
stehengelassen. Alle 2 oder 3 Stunden wurde kraftig geschiittelt. 100 cen 
der Versuchslésung enthielten 7,95 g Dextrose. 

Nach der Versuchszeit, 21 Stunden, war die Suspension zuckerfrei, 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche sauer. 

Alle untenstehenden Bestimmungen wurden so wie in der Hauptprobe 
ausgefiihrt. 

DVETROROLIORGEE 660 ES 6 GONE Oe coe 
2. Zahl der Hefezellen ... . 12,0 pro ¥/s599 Cmm 
3. Die mikroskopische Glykogenuntersuchung gab 

dasselbe Resultat wie die en A. 


4. Trockensubstanzgehalt . .. . . . 21,0 ¢g 
5. Organische Sduren, pro 642 eem " Suspension 
144 ccm n/10 Lauge, als Essigsiure . . 0,87 ¢ 


6. Coenen Glykogenuntersuchung C,H,,O; . 5,8 g 
7. Mit 2,7 proz. Salzsdure aiinniiitiaae C-Hy- 


drete als CgH,,0O,;. .. . npn, BE 
Bp RRCOMOV ORIEN 6g a ce at ees nto pte a ee 
iS I ee Da ce Fae ea ek a” eee 
Be Pee es as 0,2 ¢g 


D. Blindprobe der Probe C. 60g PreGhefe wal 600 cem destillierten 
Wassers = 642 com Totalvolumen wurden so wie die Probe C behandelt. 
Reaktion neutral. 


1. Trockensubstanz. . . rms | 
2. Hydrolysierbare C- Hydrate Cc +H,90s. wo Cee 
4 Gesamtprotein. . . . ook PES 
ike” RR ely Ee rere amin, Ce Gate Gir aetee ma! 
PPOs 26" Nace a 0.2¢ 


E. Dalerciaiink der cotati a 60 g ProGhefe und 600 cem 
destillierten Wassers = 642ccm Totalvolumen wurden 1% Stunde in einer 
geschlossenen Flasche in der Schiittelmaschine geschiittelt. 

1. Zahl der Hefezellen . . . - » « © 11,8 pro 4/999 cmm 
2. Mikroskopische Glykogenuntersuchung, siehe 
Hauptprobe A. 


3. Trockensubstanz. . . . . . 14,2¢ 
4. Leicht a ep tik C- H Hydrate ( C +F90y . 81g 
5. Gesamtprotein. . . .. 66¢ 
DR Ga SEE AE OO WE ae Se 
tS Ce See Se A ee eae 
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Gegeniiberstellung der ermittelten Trockensubstanzmengen. 


Sei ol othe 4 , = 
— : SD PAE pep Zunahme in A = 7,2¢g 
» 5225527 1208) Zunahme in B= 7,0¢ 
ie A ree 


In Prozenten von der Trockensubstanz in der Probe E betriagt die 
Zunahme in A 51 Proz. und in C 49 Proz. 

Je nach der Liiftungsintensitat zeigen die Proben B und D eine ver- 
schieden starke Atmung (vgl. Versuch 3, 8. 322). 


Diskussion der Versuchsresultate. 
a) Gegeniiberstellung der Zellenanzahl in den verschiedenen Proben: 
Die Zahl der Zellen wird in der Probe A mit 12,2 reprasentiert. 


:9 ” ”? > 99 9? > 9? B 9? 12,0 2? 
9? 99 99 9? 9 9° 9 > C bP] 12,0 %3 
99 ? ”? 99 2? 29 +B) 9 E ” 11,3 ” 


Wir konstatierten zuniichst, daB alle Proben, die eine Versuchszeit 
von 21 Stunden mitmachten, nach dem Versuche dieselbe Zellenzahl 
aufweisen. Weder Zuckerzusatz, noch Liiftung tibten einen Einflub 
auf die Sproftatigkeit der Hefe aus. Gegeniiber der Probe E zeigen die 

' genannten Proben eine Zellenvermehrung von 6 Proz., und dieselbe 

_ diirfte wahrscheinlich von solchen Zellen, die im Anfang des Versuches 

; gerade im Begriffe zu sprossen waren, stammen. In A und C ist aber 
doch eine Zunahme von 50 Proz. der Hefetrockensubstanz eingetreten. 
Wenn keine geeignete Stickstoffuahrung zur Verfiigung steht und wenn 
dabei auch Kohlenstoff reichlich vorhanden ist, kann also keine Zellen- 
vermehrung eintreten. Ganz stickstofffrei ist die die Zellen umgebende 
Flissigkeit nicht, denn teils enthalt sie eine geringe Menge Wiirze- 
bestandteile, die bei der Fabrikation der PreBhefe nicht entfernt werden 
konnten, und teils diffundieren in den Zellen befindliche diffusible 
Stickstoffverbindungen in die Fliissigkeit hinaus. Diese Substanzen 
sind die einzigen, welche Stickstoff fiir das Plasma der neugebildeten 
Zellen liefern k6nnen. 

Sonst kénnte man glauben, da8 die stickstoffreichen alten Zellen 
einen starken Abbau ihrer eigenen Stickstoffverbindungen durch- 
fihren wiirden. Die Abbauprodukte wiirden in die umgebende Fliissig- 
keit hinausdiffundieren und aus derselben von den neuen Zellen auf- 


+ genommen und aufgebaut werden. In dieser Weise wiirde dann eine 


Vermehrung eintreten kénnen mit Verteilung des Stickstoffs auf die 
totale Zellenzahl. Jede Zelle mii®te dann nach dem Versuche eine 
kleinere absolute Stickstoffmenge als vor demselben enthalten. Diese 
Erscheinung scheint aber auch nicht in geringem Mafe einzutreten, 
denn, wenn dies der Fall gewesen wire, so hitten wir unbedingt eine 
Einwirkung des Zuckers und des Sauerstoffs nachweisen kénnen. In 
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den Versuchen | und 2, Teil II, 8. 352 und 353 werden wir auch sehen, daj} 
sich die Stickstoffsubstanzen in den verschiedenen Proben kaum verandert 
haben. Der Alkoholgehalt der Versuchsflissigkeiten A und C ist nur 3,| ¢ 
pro 100 ccm, der eine Sprossung noch nicht wesentlich hemmt. Dic 
hohe Hefekonzentration kann dagegen, wenigstens in den nicht mit Sauer- 
stoff behandelten Proben, hinderlich fiir die Sprossung sein (s. 8. 313). 

Die grofe Hefesubstanzzunahme ist also fast ausschlieplich nur 
dadurch zu erkléren, daB die alten Zellen die gebotenen Kohlenstoffverbin- 
dungen zum Teil in sich aufgespeichert haben, ohne sich dabei zu ver- 
mehren. Mikroskopisch ist auch wahrzunehmen, da8 nach dem Ver- 
suche die Zellen der Zuckerproben gr6Ber und praller waren als vor 
demselben. Die Zahl der kleinen Zellen ist auch kleiner geworden. 

b) Unten in der Tabelle IV folgt eine Zusammenstellung der 
Analysenresultate der Trockensubstanz der verschiedenen Proben. 
Wir finden dort eine Post ,,nicht hydrolysierbarer Kohlehydrate*, in 
dem Text auch ,,schwer hydrolysierbare Kohlehydrate“ genannt, 
welche Bezeichnungen nicht ganz zutreffend sind. Die Menge dieser 
Kohlehydrate ist als Differenz zwischen den totalen (die Berechnung 
der totalen Kohlehydrate, s. Tabelle IVa, erfolgte als Differenz: Gesamt- 
trockensubstanz minus Stickstoffsubstanz minus Fett minus Asche) und 
den mit 3 proz. Salzséure hydrolysierbaren und nachher nach Bertrand 
bestimmbaren Kohlehydraten berechnet worden. 

Tabelle IVa. 

Zusammenstellung der Analysenresultate der Trockensubstanzen der 
Proben A, B, C, D und E. Die Ziffern geben die verschiedenen Substanzen 
in Grammen an. Probe A: Sauerstoffschiittelung, Zuckerzusatz. Probe B: 
Sauerstoffschiittelung ohne Zuckerzusatz. Probe C: Zuckerzusatz ohne 


Sauerstoffschiittelung. Probe D: Ohne Zucker, ohne Sauerstoffschiittelung. 
Probe E: Die urspriingliche Hefe direkt getrocknet. 














| Probe A | Probe B | Probe C | Probe D | Probe f: 
|| Proz. L Proz. | Proz. | Proz. | Proz. 





66 8666 


1, Stickstoffsubstanz 6,6 
2. Fett | 02 | 02 02 02 


3. Kohlehydrate C,H,,0; 
a) Totalgehalt ST 42181 | "62 6,3 
b) Mit 2,7proz. HCl hydro- | 
RI 6 hi: «wicca. Seance 24 6,3 
c) Glykogen: c) ist ein Teil | 
von b) H} 4 - 5,3 
d) Nicht hydrolysierbare | 











@ minus b , 33 68. | 
| a A 








Totale Trockensubstanzmenge(1+2 | 





136 21,0 | 140 


Die Kohlehydrate der Kolonne 3a bestehen aus Glykogen, Pentosan, 


Hemicellulose, Cellulose, Gummi, Schleimsubstanzen. 
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Tabelle IVb. 


Die prozentuale Verteilung (in der Trockensubstanz) der in der Tabelle [Va 
angegebenen Substanzen. 





Probe A | Probe B_ Probe C Probe D | Probe E 
Proz. | Proz. Proz. Proz. Proz. 














| 
|, Stickstoffsubstanz ....... 31,7 | 485 | 314 47,1 | 465 
Reiser gio) yon Sis 1,0 | 15 1,0 14 | 14 
3. Kohlehydrate C,H,,0, 
a) Totalgehalt ........ | 62,0 |} 419 623 436 | 443 
b) Mit 2,7proz. HCl hydro- | 
lysierbare......... 29,8 17,6 30,0 7,1? | 21,8 
c) Glykogen: c) ist ein Teil | 
MEMOIR Coat ek Cer eg 231 | — 25,2 _ | - 
d) Nicht hydrolysierbare | 
SS 8 ere re 322. | 3 323 | 2657] 22,5 
0 SE ees ee 5,3 sr] Gs | 79 78 
Totale Trockensubstanzmenge(1+-2 | 
OOP ic es 100,0 | 100.0 1000 | 1000 1000 


Tabelle IV c. 


Die prozentuale Zusammensetzung der Kohlehydrate der Trocken- 
substanz. Die Werte sind aus der Tabelle [Va berechnet. 





||Probe A | Probe B | Probe C | Probe D | Probe E 
Bede rye = ah dalton ee | Proz. |  Proz. Proz. | Proz. Proz. 
| | | 
|. a) Mit 2,7proz. HC! hydrolysier- | | | 
bare Kohlehydrate C,H,,0, | 48,0 | 421 | 481 | 3942, 492 
b) Glykogen: In Prozenten von | | | 

















la + 2 = Totale C-Hydrate || 37,2 — | 405 —- | = 

In Proz. von la = hydro- | | 
lysierbare Kohlehydrate . . 75 | — | #0 | — | = 

2. Nicht hydrolysierbare Kohle- | 
ea ee ea rare 52,0 | 57,9 | 51,9 | 60,6?) 50,8 
ee 100.0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 


c) Kohlehydratbestand. 


Wie aus der Tabelle [Va ersichtlich ist, gehen Fett, Stickstoff- 
substanz und Asche in allen Proben mit demselben absoluten Wert 


- ein. Nur die absoluten Kohlehydratmengen schwanken in den ver- 


schiedenen Proben und bedingen allein die vorhandenen Unterschiede 


in dieser Tabelle und der Tabelle IVb. In den beiden zuckerbehandelten 


Proben ist der Kohlehydratgehalt 105 bis 125 Proz. gréBer als in den 


| iibrigen. Die Proben A und C zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung, 
| und der Sauerstoff hat also keine bedeutende Veranderungen hervor- 
| gerufen. Von den mit Zucker nicht behandelten Proben B, D und E 
_ reprasentiert E das Ausgangsmaterial, die urspriingliche Hefe; die 


Proben B und D sind einer Selbstgirung unterlegen, was eine Ab- 
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nahme ihrer Kohlehydratgehalte verursacht hat. Diese Abnahme jst 

in der sauerstoffgeschiittelten Probe B am gréBten und betrigt gegen. 
6,3 — 5,7 : Ss ; 

iiber der Probe E ee 9,5 Proz. und ist auf ein Verschwinden 


von 22,5 Proz. der hydrolysierbaren Kohlehydrate zurickzufiihren. 
In der Probe D erreichen die veratmeten Kohlehydrate einen Betrag 
von = = 3,2 Proz. von der urspriinglichen vorhandenen Menge. 

In den Zuckerproben A und C haben die hydrolysierbaren Kohle- 
hydrate gegentiber den Selbstgirungsproben B und D mit iiber 150 Proz. 
und gegeniiber E mit 100 Proz. zugenommen, wahrenddem die nicht 
hydrolysierbaren eine Zunahme von ungefiahr 100 Proz. erfahren haben. 
Der zugesetzte Zucker hat sich also starker auf die erstere Kohlehydrat- 
gruppe als auf die letztere verteilt. 

Wenn wir die Tabelle IVc betrachten, finden wir, daB in der ur- 
spriinglichen Hefe 49,2 Proz. von den totalen Kohlehydraten mit 
2,7proz. Salzsiure hydrolysierbar sind und hauptsichlich aus Glykogen 
bestehen. Bei der Selbstgirung der Hefe B und D werden diese teil- 
weise zu Ht = 22,5 Proz. oxydiert und veratmet, wodurch das 
Verhaltnis zu den nicht hydrolysierbaren Kohlehydraten, die keiner 
Oxydation unterliegen und konstant bleiben, verschoben, d. h. ver- 
kleinert wird. Bei Zusatz von Zucker, Probe A und C, wird dieser 
teilweise assimiliert (nach vorheriger Spaltung in Alkohol und Kohlen- 
siure) und zum Aufbau von sowohl hydrolysierbaren wie nicht hydro- 
lysierbaren Kohlehydraten in dem Sinne verwendet, da®B das urspriing- 
liche Verhaltnis zwischen den beiden Kohlehydratfraktionen soweit 
als moéglich wiederhergestellt wird. 

In A wurden von dem assimilierten Zucker fiir hydrolysierbare 
Kohlehydrate 52,8 Proz. und fiir nicht hydrolysierbare Kohlehydrate 
47,2 Proz. in Anspruch genommen. Bei der Probe C€ sind die ent- 
sprechenden Zahlen 55,7 und 44,3 Proz. 

Die totalen Kohlehydrate schwanken zwischen 40 und 60 Proz. 
der Hefetrockensubstanz (Tabelle IVb), wobei sich die gréBere Zahl 
auf die Zuckerproben bezieht. Der Glykogengehalt der Hefe betrigt 
in A 23,1 Proz. und in C 25,2 Proz. der Trockensubstanz. 

Wie wir weiter unten auf 8. 335 sehen kénnen, ist in diesen Proben 
ein Abbau und Veratmung des Glykogens noch nicht eingetreten. 
Der Versuch ist in dem Moment, als der Zucker verschwunden war, 
abgebrochen worden und die Veratmung des Glykogens setzt erst 
spiter ein (S. 336). Dies steht in guter Ubereinstimmung mit der 
Beobachtung, daB die Hefe besonders am Schlu8 der Hauptgirung 
sehr betrichtliche Mengen Glykogen enthilt. 
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Die Stickstof{substanzen zeigen in den Proben B, D und E (ohne 
Zucker, Tabelle IVb) einen normalen Wert von ungefahr 50 Proz. 
von der Trockensubstanz, aber sinken in den Zuckerproben infolge 
Anreicherung an Kohlehydrat prozentual bis zu 31,4 Proz., ohne daB 
eine absolute Abnahme erfolgt. 

d) Andere stickstofffreie Bestandteile. 

Fett. Der Fettgehalt ist sehr klein und betragt in der urspriing- 
lichen Hefe nur 1,4 Proz. von der Trockensubstanz. In den mit und 
ohne Zucker behandelten Proben ist kein Aufbau bzw. keine Veratmung 
von Fett wahrzunehmen. Was in dem Versuche 1, Teil II, von dieser 
Substanz gesagt wird, gilt auch hier. 

Organische Sdéuren. Organische Sauren sind in A und C in einer ab- 
soluten Menge von 1 g (8S. 327), als Essigsiiure berechnet, gebildet worden. 
2 Proz. von der in Form von Dextrose zugesetzten Kohlenstoffmenge sind 
nach Tabelle Vb als Saéuren gebunden worden. 

Die Séuren befinden sich in der Versuchsfliissigkeit in groBer Ver- 
diinnung, 1 g (als Essigsiure) oder rund 0,016 g-Aquivalente pro 640 ccm. 
Die filtrierten Suspensionen gaben auch mit PbAc,, CaCl,, CaCl, und 
NH;, BaCl, keine oder héchstens minimale Triibungen. Anorganische 
Phosphate, Schwefelsiure, Bernsteinsaure, Weinsiure, Oxalsiure, Citronen- 
siure, Apfelsiure sind also nur in Spuren vorhanden.  Bernstein- 
siure ist ein stiindiges Nebenprodukt der alkoholischen Girung, wenn 
auch ihre Menge groBen Schwankungen unterliegt; in diesem Versuche 
ist sie z. B. kaum nachweisbar. Wahrscheinlich diirfte die Hauptmenge 
der Séuren aus Essigsiure bestehen. Milchsiure kommt nicht in Betracht, 
denn sie wird unter den hier herrschenden Bedingungen veratmet'). Die 
Essigsiure verfliichtet sich bei der Trockensubstanzbestimmung und ist 
also nicht in den Kohlehydraten in unserer Tabelle IV enthalten. 

Die prozentischen Schwankungen des Aschengehaltes zwischen 
5 bis 8 Proz. sind ausschlieBlich auf die Verainderungen des Kohle- 
hydratbestandes zu beziehen. 

e) Kohlenstoffbilanz. 

Bei den Proben A und C bildeten sich aus dem zugesetzten Zucker 
und dessen Abbauprodukten Alkohol, Kohlehydrate (die sich in einer 
Zunahme der Hefetrockensubstanz zeigten), fliichtige Sauren und 
Kohlensiure. Mit Ausnahme der Kohlensiure kennen wir die quanti- 
tativen Mengen und die Kohlenstoffgehalte dieser Stoffe, aber da wir 
eine bestimmte Menge Zucker zugesetzt haben, kénnen wir, gestiitzt 
auf die friiheren Versuche durch Differenzberechnung, auch die Kohlen- 
siure schitzen (da andere kohlenstoffhaltige Stoffe hier nicht in merk- 
lichen Mengen in Betracht kommen) und erhalten so die folgende 


Bilanztabelle. 


1) O. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, Heft 1/3, S. 143, 1922; 
132, Heft 1/3, S. 165, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 99 
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Tabelle Va. 


Kohlenstoffbilanz der Proben A und C. Probe A: Zuckerzusatz und Sauer. 
stoffschiittelung. Probe C: Zuckerzusatz ohne Sauerstoffschiittelung 





Probe A Probe C 


Alkohol 195g — 10,2gC 200g = 104¢C 
Trockensubstanzzunahme _be- 

rechnet als C,H,,0, (Diffe- 

renz A minus B bzw. C minusD) 7,2g = 32gC IE = Si aC 
Organische Sauren als Essig- 

sdure berechnet 1lOg= 04gC | O9g=— 04gC 
Kohlensaure (Differenz- i 

berechnung 6,6g¢C 238g — 652gC 


Dextrose zugesetzt 510g = @4gC | 510g — W4gC 








Tabelle Vb. 


Von dem Kohlenstoffgehalt des zugesetzten Zuckers sind in Form von: 








| Nach der Garungs- 
Probe A Probe C formel berechnet 


eae S| Foe. © __ Free. © 
i 50,1 51,0 66,7 
Kohlehydrate C,H,,0; . || 15,7 15,2 0 
Organische Saéuren, . .| | 2,0 | 2,0 0 
| 32,2 318 _ 33,3 


100,0 100,0 100,0 





In diesem Versuche hat der Sauerstoff scheinbar keinen bemerkens- 
werten Einflu8 ausgeiibt, denn die Proben A und C, B und D zeigen 
kaum einen Unterschied. Die gebildete Kohlensaure tritt in Quanti- 
taten auf, die dem theoretischen Gehalt an dieser Substanz (nach der 
Garungsformel) sehr nahe liegen. Dagegen finden sich in Form von 
Alkohol nur rund 50 Proz. von dem Kohlenstoff des zugesetzten Zuckers, 
statt 67 Proz. nach der Garungsformel. Den Rest hat die Hefe fiir 
Kohlehydrataufbau und fiir Bildung einer kleinen Menge organischer 
Sauren verwendet. Eine direkte Oxydation von Zucker zu Kohlen- 
siiure und Wasser hat nicht stattgefunden. 

; : 50,1 . 100 

Die Alkoholausbeute betrug in A — 75 Proz. der theore- 
tischen. Giltay und Aberson haben in Ubereinstimmung damit bei 
reichlicher Durchliiftung der Hefe 72 Proz. des zugesetzten Zuckers 
erhalten. 

Wenn wir den Kohlenstoffgehalt des erhaltenen Alkohols und den 
der neugebildeten Kohlehydrate addieren, bekommen wir gerade den Kohlen- 
stoffgehalt der theoretischen Alkoholmenge nach der Gérungsformel, und 
wir .kénnen daraus schlieBen, dap keine direkte Oxydation des Zuckers 
oder des gebildeten Alkohols zu Kohlenstiure und Wasser, welche Oxydation 
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ein Minus dieser Summe mit sich gebracht hitte, erfolgt ist. Der Alkohol 
verschwindet nur in dem Mae aus der Versuchsfliissigkeit, als er von 
der Hefe assimiliert wird. Weiter geht hervor, daB Abbau und sekundire 
Verbrennung der assimilierten leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate 
noch nicht eingesetzt hat (also genau dieselben Erscheinungen wie 
im Versuch 3, S. 321). 

Natiirlich hat aber die Hefe den fiir sie unbedingt notwendigen 
AtmungsprozeB wahrend des ganzen Versuches aufrecht erhalten, 
aber die dabei verbrauchten Stoffe kommen in unseren Tabellen nicht 
zum Vorschein, weil diese auf die Unterschiede zwischen Proben mit 
(A und C) und ohne Zucker (B und D), in welchen letzteren die Hefe 
annahernd dasselbe Atmungsbediirfnis wie in den ersteren hat, auf- 
gebaut sind (wie wir unten sehen werden, ist nimlich keine Vermehrung 
der Hefe in den Zuckerproben gegeniiber den mit Zucker nicht behan- 
delten Proben eingetreten). 


Theoretisches iiber Assimilation und Atmung der Hefe. 
Nach der Glykogenatmungstheorie von Griiss!) wire Glykogen das 


| einzige Atmungsmaterial der Hefe. Der Zucker werde zuerst (durch 


Zymase oder auf eine andere Weise) in die Atomkomplexe CH,OH 
—CHOH—CHO gespalten, welche von dem Plasma aufgenommen, 
verarbeitet und schlieBlich als Glykogen in Vakuolen deponiert werden. 
Nur das Glykogen kann veratmet oder vergoren werden, nachdem es. 
durch ein Enzym, Carbohydrase, in Glykose umgewandelt worden ist, 
welche schlieBlich zu Kohlensiure und Wasser unter Aufnahme von 
Sauerstoff durch eine Oxydase veratmet wird oder beim Mangel an 
Sauerstoff unter Mitwirkung von einer Hydrogenase zu Kohlensaure 
und Alkohol vergoren wird. 

Im vorhergehenden Versuche haben wir aber konstatiert (Tabelle IV), 
daB8 der assimilierte Zucker nicht nur Glykogen bildet, sondern auch 
betrachtliche Quantitaiten (45 Proz. des Zuckers) von schwer hydroly- 
sierbaren Kohlehydraten. Auch die leicht hydrolysierbaren bestehen 
nicht nur aus Glykogen. Die erstgenannte Kohlehydratgruppe wird (wie 
aus Tabelle IVa hervorgeht) in der lebenden Zelle nicht abgebaut, 
weder vergoren, noch oxydiert [wohl aber bei der Autolyse?)], denn 
die Probe B zeigt trotz der energischen Sauerstoffbehandlung den- 
selben absoluten Gehalt an diesen Kohlehydraten wie die urspriing- 
liche Hefe (vgl. S. 332). 

Aus den gewonnenen Resultaten und davon ausgehend, daB die 
Garungsformel bisher unter den bei unseren Versuchen herrschenden 


1) J. Griiss, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 27, 1904. 
2) J. Effront, Le Moniteur Scientif, 8. 485. Quenesville 1905. Bull. 
Soc. Chim. ser. 3, 33/36, 847, 1905. 
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Bedingungen giiltig ist und da weiter die nichsten Versuche in gleiche 
Sinne sprachen, kénnen wir uns folgendes Bild von den Vorgiingen 
in der Versuchsflissigkeit machen: Der zugefiigte Zucker wird, a} 
gesehen von einer geringfiigigen Bildung organischer Sauren, voll. 
stindig im Sinne der Garungsformel, also zu gleichen Teilen in Alkohol 
und Kohlensiure gespalten, unabhangig davon, ob die Garung aerob 
oder anaerob verlauft. Die Kohlensiure wird aus der Versuchsfliissig- 
keit entfernt, und diese enthalt jetzt von dem in Form von Zucker 
zugesetzten Kohlenstoff nur mehr so viel, als in dem gebildeten Alkohol 
(und in den Saéuren) vorhanden ist, das sind 66,7 Proz. Der Alkohol 
wird nicht direkt verbrannt, sondern wird bei O,-Zutritt zum Teil 
assimiliert und dabei zu héheren Kohlehydraten aufgebaut, die teils 
leicht, teils schwer hydrolysierbar sind. Die letzteren entziehen sich 
auf Grund ihrer Schwerldslichkeit und Unvergirbarkeit weiteren 
Zersetzungen bei der Atmung. Im letzten Versuche machten die neu- 
gebildeten, schwer hydrolysierbaren Kohlehydrate rund 45 Proz. von 
dem Totalgehalt der assimilierten Kohlenstoffsubstanzen aus. Diese 
Assimilation beginnt, sobald sich Alkohol gebildet hat, also lange 
bevor der Zucker vollstandig vergoren ist und setzt sich, solange Alkohol 
noch vorhanden ist, fort, wenn dabei Sauerstoff fiir die die Assimilation 
begleitende Oxydation in geeigneter Form geboten wird. 

Die bisherige Annahme besagt, daB bei Gegenwart von O, der 
Zucker teils direkt veratmet und teils vergoren wird: 


Zucker + O = CO, + H,O = Atmung, 
Zucker = CO, + C,H;OH = Garung. 


Diese beiden Prozesse sollen also bei Sauerstoffzufuhr neben- 
einander laufen. Unter unseren Versuchsbedingungen ist dies aber 
nicht zutreffend. Neben der Girung lauft hier statt einer direkten Oxy- 
dation des Zuckers eine Assimilation von aus ihm gebildetem Alkohol 
mit nachheriger Verbrennung (oder Vergdrung) von Teilen der gebildeten 
Assimilationsprodukte. 

Die Eiweifstoffe bleiben, da sich die Hefe waihrend des Versuches 
nicht vermehrt (8. 329), beinahe ganz intakt (Teil II, Versuch 1 und 2), 
und wir haben deshalb keinen Grund, anzunehmen, daB ¢in Teil des 
Alkohols oder der Kohlehydrate fiir EiweiBaufbau verwendet wird. 
Erst nachdem der Zucker verschwunden ist, setzt allmahlich ein Ab- 
bau der leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate, wenigstens des Gly- 
kogens (aber nicht der schwer hydrolysierbaren) ein, wobei erstere 
oder letzteres verzuckert und unter Bildung von Kohlenséure und 
Wasser oder Kohlensiiure und Alkohol oxydiert bzw. vergoren wird. 
Wenn in dieser Weise der Alkohol bei 0,-Zufuhr vollstandig assimiliert 
worden ist, was die Anwesenheit geniigender Hefemengen voraussagt. 
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und die dabei gebildeten leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate voll- 
stiindig veratmet worden sind, ist der ganze Kohlenstoffgehalt des 
-gugesetzten Zuckers bis auf den Teil, der in den gebildeten nicht hydro- 
lysierbaren Kohlehydraten gebunden ist, ganz in Kohlensiure tiber- 
gefiihrt. Die spiiter einsetzende Veratmung des gebildeten Glykogens 
wird von einem Sauerstoffstrom, solange die zugesetzten Zuckermengen 
sich unter einer gewissen Grenze halten, stark unterstiitzt. 

Unsere Resultate stehen also nicht im Einklang mit der oben 
angefihrten Glykogengirungstheorie. Es scheint nicht, daB sich die 
Alkoholgirung iiber Glykogen als Zwischenprodukt vollzieht. Im Gegen- 
teil wird diese Substanz aus dem bei der Gdrung entstandenen Alkehol 
gebildet und neben dem Glykogen auch groBe Mengen anderer, noch 
hdherer Kohlehydrate, die sich nicht wieder abbauen und veratmen 
lassen. 

Wie bekannt, sind auch andere Einwinde gegen die Annahme, 
da8 Glykogen ein Zwischenprodukt bei der alkoholischen Garung von 
Zuckerarten ist, gemacht worden, z. B. da in ein und derselben 
Kultur einzelne Zellen keine, andere sehr deutliche Glykogenreaktion 
geben, und daB bei manchen Hefearten, die Zucker vergiren und 
veratmen, niemals Glykogen nachgewiesen werden konnte. 

Die Analogie zwischen Garung und Zellatmung hat schon Pasteur betont, 
und nach O. Meyerhof') la®t sie sich unter Beriicksichtigung der neueren 
Forschungen verfolgen. Pasteur sagt, daB die Bedeutung der Garung 
fiir das Leben der Hefe in der Energie liegt, die durch den Zuckerzerfall 
frei wird. Das Leben der héheren Pflanzen wird durch die Verbrennung 
oder Atmung erhalten; bei der Hefe tritt als Ersatz eine verwandte Energie- 
quelle, die Garung, auf. 

In unseren Versuchen erscheint die Girung als eine Vorstufe der 
Atmung. Durch die Gairung werden nimlich die naichsten Bausteine 
der Atmungskohlehydrate (sowie die der Kohlehydrate der Zelle) gebildet. 
Die Atmung hat zur Aufgabe, der Zelle Energie zu liefern, aber bei 
der Assimilation des durch die Girung gebildeten Alkohols wird schon 
ein Drittel des Energiegehaltes der entsprechenden Glucosemenge frei, 
das die Zellen zum Teil oder vollstindig ausnutzen kann. Durch die 
Verbrennung der aus dem Alkohol gebildeten Assimilationsprodukte 
erhalt die Zelle die restlichen zwei Drittel der Gesamtenergie der Glucose 
(s. unten S. 339). Die Verbrennung (Atmung) fiangt also schon bei 
der Assimilation des Alkohols, die mit einer Oxydation verbunden ist, 
an; die Assimilation ist demnach eine Verbrennungsstufe. Euler*) 
sagt, daB sich die Hefezelle die nétige Energie fiir die Assimilation 


1) O. Meyerhof, Naturwissenschaften 7, 253—259; C. 1919, III, S. 57. 
2) Huler und Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen Giarung, 
8. 218. 
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des Zuckers durch eine direkte Verbrennung eines Teiles desselley 
anschafft. Hier finden wir eine solche Verbrennung nicht begriindct, 
da die Assimilation des gebildeten Alkohols exotherm verlauft. 

Die Atmung kann unabhingig von der Gdrung sein, und zwar, 
wenn die Zelle iiber geniigend Atmungsmaterial, Kohlehydrate hau). 


stichlich von Glykogencharakter, verfiigt, die zu Kohlensiure und Wasser 


verbrannt werden (Zucker ist in diesem Falle kein Atmungsmaterial, 
weil er nicht direkt oxydiert wird). Um diese Kohlehydrate zu bilden, 
ist aber die Zelle und damit auch die Atmung, wenn Zucker die einzige 
Kohlenstoffquelle ist, auf die alkoholische Garung angewiesen, weil 
nicht Zucker selbst, sondern nur aus demselben gebildeter Alkohol 
assimiliert werden kann. Unter diesen Umstinden ist also die Garung 
ein notwendiger Lebensvorgang. Wenn kein Sauerstoff vorhanden ist, 
kann der entstandene Alkohol nicht assimiliert werden, und die Zelle 
mu sterben, nachdem das zur Verfiigung stehende Atmungsmaterial 
verbraucht oder vergoren worden ist. 


Sind aber auch andere Kohlenstoffverbindungen vorhanden, die selbst, 
oder nachdem sie eine geeignete Verinderung durch die Hefe, z. B. bei 
Acetessigsdure (Teil IV) eine Reduktion durch Abspaltung von Kohlensiure 
erfahren haben, assimiliert werden kénnen, so trigt die alkoholische Garung 
zusammen mit diesen C-Verbindungen dazu bei, Atmungsmaterial zu liefern. 
Befindet sich schlieBlich gar kein Zucker, wohl aber die erwahnten Kohlen- 
stoffverbindungen, in dem Niahrsubstrat, so kann die Zelle von der alko- 
holischen Girung vollstiandig unabhingig gedeihen und normal atmen!). 
Solche Kohlehydrate sind z. B. die Deztrine, die nach Lindner assimiliert, 
aber nicht vergoren werden kénnen. Auch kann es nach Klécker vorkommen, 
da8 sich eine Hefeart gegeniiber einem Zucker ahnlich verhalt (vgl. S. 313, 
und Fuhrmann, ,,Vorlesung iiber technische Mykologie‘, 8. 359. Jena, 
Verlag G. Fischer, 1913). Bei den nicht glykogenbildenden Pilzen befinden 
sich wahrscheinlich andere Kohlenstoffverbindungen im obigen Sinne als 
Atmungsmaterial, oder kénnen diese Pilze Zucker vielleicht direkt zu 
Kohlenséure und Wasser verbrennen, um ihren Energiebedarf zu decken. 


E. Kohler*) macht die Annahme, da8 in vielen Fallen der Giarungs- 
erreger erst die Spaltprodukte fiir die Assimilation verwenden kénne; 
dabei mu8 man sich fragen: ,,Wie kommt es, daB Spaltprodukte im Uber- 
flu8 gebildet und nur zum kleinsten Teil vom Organismus ausgenutzt 
werden ?““ In obiger Annahme ,,wiirde nichts Befremdendes liegen, sobald 
sich nachweisen lieBe, daB die Spaltprodukte fiir die Ernahrung verwendet 
werden kénnten“. In den hier beschriebenen Versuchen hat es sich aber 
gezeigt, daB der gebildete Alkohol zum groBen Teil ja sogar vollstandig 
assimiliert werden kann, und wir kénnen deshalb der Kéhlerschen Vor- 
stellung ,,vom Mechanismus der Garung‘ beistimmen: ,,Die Garungs- 
fermente bilden das Substrat:zu-Bausteinen um. Diese Bausteine werden 
zu Plasmasynthese verwendet.‘ 


1) Vgl. Th. Bokorny, Zentralbl. f. Bakt. 50, 2. Abt., S. 23—33, 10—12; 
C. 1920, III, 8. 54. 
2) E. Kohler, diese Zeitschr. 111, 17—29, 1920. 
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,.Hat die Zelle fiir die Bausteine keine Verwendung, und dieser Fall 
tritt ein, wenn andere fiir die Synthese erforderlichen Stoffe (auch Fermente) 
fehlen, so treten diese Stoffe ohne weitere Veranderungen oder nach weiter 


) erfolgtem Abbau als Giérungsprodukte in Freiheit. Fur die Atmung ist 


demnach charakteristisch die Zertriimmerung assimilierter Teile, fiir die 
Gérung Zertriimmerung nicht assimilierter Stoffe.* 

Die im vorstehenden ausgetiihrte Vorstellung, derzufolge der 
Hefezelle zugesetzter Zucker nicht direkt, sondern erst auf dem Um- 
wege des Alkohols vollzogener Assimilation zu Glykogen verbrannt 
werden kann, bildet eine interessante Analogie zu den Vorstellungen, 
zu denen in jiingster Zeit F. Laquer?) in Embdens Laboratorium beziiglich 
des Abbaues der Kohlehydrate gelangt ist. ,,Die Tatsache“, sagt 
Laquer, ,,daB Traubenzucker und Fruchtzucker im Gegensatz zu 
Glykogen und Lactacidogen nur unter den giinstigeren Bedingungen 
niederer Temperaturen vom Muskelbrei (Frosch) zu Milchsiure ab- 
gebaut werden kénnen, spricht dafiir, dab Traubenzucker im Muskel 
nicht direkt, sondern erst nach Umwandlung in einer leicht oxydierbaren 
Form verwertet werden kann.” 


Energiebilanz bei der Assimilation des Zuckers. 
1. Direkt, 2. indirekt iiber Alkohol als Zwischenprodukt. 
Im Verhiltnis zu der direkten Assimilation des Zuckers, 


C,Hy,0,—> CgH9;, (1) 
bedeutet die indirekte iiber Alkohol, 
C,H,.0, — C,H,O0 + CO, — C,Hyo9;, (2) 


einen Materialverlust, denn ein Drittel von dem Kohlenstoffgehalt des 

Zuckers entweicht als Kohlensiure. Dagegen wird durch diese 

AbstoBung eines vollstindig oxydierten Anteils (Kohlensiure), der 

Energie nicht mehr liefern kann, zunichst eine Energiekonzentration 

erreicht, denn das System enthilt noch nach der Girung dieselbe 

Energiemenge wie vor derselben, bis auf einen kleinen Verlust. 
C,H,,.0, = 2 CO, + 2C,H,0. 

Da die bei einer Reaktion auftretende Warmeténung die Differenz 
ausmacht zwischen dem Energiegehalt des Ausgangsmaterials und dem- 
jenigen der Endprodukte, so lat sich die Garungswairme berechnen aus 
der Verbrennungswarme des Zuckers und des Athylalkohols. 

Die Verbrennungswirme der Glykose bei konstantem Druck 
= 674,0 kg/Cal pro Mol (Stohmann); des Athylalkohols = 326,2 kg/cal pro Mol 
(Berthelot-Matignon; Atwater-Snell). CO, entweicht als Gas und braucht 
also nicht in Rechnung gezogen zu werden. Zu diesen Werten kommen 
noch die Lésungswirme der Glykose, 2,1 kg/cal und des Athylalkohols, 
2,3 kg/cal. Man erhalt demnach als Warmeténung des alkoholischen Zucker- 
zerfalls (674,0 + 2,1) — 2. (326,25 — 2,25) = 28,1 kg/cal pro Mol, 1,2 bis 


1) F. Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 26, 1922. 
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1,5 Proz. des Zuckers werden von der Hefe assimiliert; 3 Proz. bildey 2. 
Glycerin, ein kleiner Teil wird direkt veratmet zu CO,. Wir korrigier:), und Al 
mit héchstens 5 Proz. des oben berechneten Wertes und erhalten 27 kg «a! quantite 
pro Mol Glykose. Rubner berechnet 24 kg/cal und findet dieselben vol. 
standig bei der Giarung in Form von freier, kalorimetrisch bestimmbare; — 
Warme wieder’). 3 Ce. 
Die Kondensation von 1 Mol Dextrose zu einer C,H,)0;-Gruppe (Gly- (3. 
kogen) verlauft unter Aufnahme von 4,9 kg/cal (674 + 4,9 = 678,9 kg/cal). 
[Stohmann*) hat die Verbrennungswirme von 1g Glykogen zu 4191 eal 
bestimmt; hieraus lat sich die Verbrennungswiirme von einer C,H,,(.. 
Gruppe, 162g, zu 678,9 kg/cal, berechnen]. Die Reaktion bedeutet, da 
Wasser abgestoBen wird, wieder eine Energiekonzentration. 
Wenn sich dagegen 3 Mol Alkohol unter Aufnahme von Sauerstoff 
zu Glykogen (und Wasser) nach der Formel Si 
3C,H,O + 60 = C,H,,0,; + 4H,O 
kondensieren, wird eine groBe Energiemenge frei, die, wenn sie nicht in 
Form von Warme auftritt, die durch eine Temperatursteigerung kalori- 
metrisch gemessen werden kann, der Hefe zugute kommt. B 
Die Verbrennungswarme von 3 Mol Alkohol ist 3. 326,2 = 978,6 kg/Cal. FP finden 
Die Verbrennungswirme von 1 C,H,,0;-Gruppe ist 678,9 kg/Cal. produ 
Bei der Alkoholassimilation werden demnach 978,6 — 678.9 [| Assim 
= 299,7 kg/Cal frei, die, wenn sie nicht in Warme umgewaidelt werden, Verati 
der Hefe als Energiequelle dienen kénnen, wodurch die Zelle von ihren fF {tel, @ 
eigenen Energievorriiten weniger in Anspruch zu nehmen braucht. | 
Wenn die Assimilation nach der obigen Gleichung 2 verlauft, k6nnen ff ul 
wegen der abgestoBenen Kohlensiure héchstens nur zwei Drittel von der [  zierte 
nach der Gleichung 1 méglichen Menge an Kohlehydraten C,H,,0; ge- der V 
bildet werden. Dafiir wird dagegen fast ein Drittel von der nach 1. auf- fF hier | 
gespeicherten Energiemenge bei der Assimilation frei. ; ] 
Energiebilanz nach der Gleichung: eo 
1. 3 Mol Dextrose werden direkt von der Hefe zu Glykogen assimiliert daB 
und nachher veratmet. befin 
Assimilation ehexn 
3 C,H,.0, —> 3 C,H,.0, +3 H,O — 14,7 kg/Cal 
ee ne a 
(3. 674,0 Cal) (3. 678,9 Cal) Alko 
metr 
Atmung | -+- 360 Hefe 
18 CO, + 18 H,O + 3. 678,9 (= 2036,7) kg/Cal, 
Stadium a) = Assimilation. — 14,7 Cal C. 1s 
ee b) = Veratmung . + 2036,7 ,, 
-+ 2022,0 Cal werden der Hefe geboten. 8. 1 
Bei der direkten Assimilation des Zuckers zu Glykogen wird eine 
kleine Energiemenge gebunden. Bei der vollstandigen Veratmung des 





gebildeten Glykogens zu Kohlenséiure und Wasser entstehen 2036,7 kg/Cal. 


1) Siehe Huler und Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen 
Garung, S. 246. 
*) Vgl. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 129, 604, 1922. 


ruse “sarap price eT 


we 


ease tiecatatasiitiescs 






bildey 
gieren 
kg eal 
| Voll. 
ibarey 


(Gly. 
r/cal), 
D1 eal 
100;- 
L, da 


rstott 


it in 
vlori- 


[Cal. 


78,9 
den, 
hren 


nen 
der 
ge- 
aut- 


liert 











EinfluB des O auf die assimilat. usw. Tatigkeit der Hefe. I. 341 


2. 3 Mol Glykose werden von der Hefe vollsténdig zu Kohlensdure 
und Alkohol vergoren. Bei Sauerstoffzufuhr wird der gebildete Alkohol 
quantitativ zu Glykogen assimiliert und nachher veratmet. 





Gdrung 
3C,H,.0, — 6 CO,+ 6.C,H,O + 64,8 kg/Cal 
(3. 674,0) (6. 326,2) 


+120| | Assimilation 
+ 6 . 326.2 — 1957.2 
2 C,H,,0, + 8 H,O + | —2.678,9 — 13578 








+ 24 o| Atmung + 599.4 Cal 
12 CO, + 10 H,O + 1357,8 Cal. 
Stadium a) = Garung. ..+ 64,8Cal 
‘is b) = Assimilation. + 599,4 ,, 
On c) = Veratmung . + 1357,8 ,, 


+ 2022.0 Cal werden der Hefe geboten. 


Bei der Assimilation des Zuckers iiber Alkohol als Zwischenprodukt 
finden wir zwei Drittel der Zuckerkohlenstoffmenge als Assimilations- 
produkt, und ein Drittel der Energiemenge des Zuckers wird frei. Bei der 
Assimilation und Atmung entstehen 2022,0Cal. In 1. werden bei der 
Veratmung des direkt aus dem Zucker assimilierten Glykogens 2036,7 Cal 
frei, aber dafiir hat die Hefe fiir diese Assimilation den Mehrbetrag 2036,7 
— 2022,0 = 14,7 Cal verwenden miissen. 


Anmerkung. Da der Alkohol dem Glykogen gegeniiber ein stark redu- 
ziertes Produkt bedeutet, kénnen die Betrachtungen Rubners') beziiglich 
der Warmetinung bei dem Ubergang von Zucker in Glykogen in der Hefe 
hier keine Anwendung finden. . 

Die bei der Assimilation des gebildeten Alkohols entwickelte Energie- 
menge kann zum Teil oder vollstandig von der Hefe ausgenutzt werden. 

Mit Hilfe mikrokalorimetrischer Methoden zeigte Rubner*) bei Hefen, 
daB diese nur Wirme entwickeln, wenn sie sich in Zuckerlésungen 
befinden. Es entsteht dabei nur so viel Warme, als auf Grund von thermo- 
chemischen Berechnungen der Garungsgleichung erwartet werden kann. 

Die bei einer Assimilation von Teilen des durch die Garung gebildeten 
Alkohols frei gewordene Energiemenge tritt also nicht in Form von kalori- 
metrisch bestimmbarer Warme auf, sondern scheint vollstiéndig von der 
Hefe ausgenutzt zu werden (vgl. Teil II, 8S. 363, und Teil III. 


1) M. Rubner, Sitzungsber. d. kgl. PreuB. Akad. d. Wiss. Berlin 1913; 


C. 1913, I, S. 1217. 


2) M. Rubner, Sitzungsber. d. kgl. PreuB.Akad. d. Wiss. Berlin 1912, 
8. 124— 133. 
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In einer friiheren Mitteilung haben wir versucht, uns dariiber 
klar zu werden, welchen Einflu8 reichliche Sauerstoffzufuhr, wie sie 
die Schiittelung einer Hefesuspension bei Durchleitung eines Sauerstoff- 
stromes bewirkt, auf die assimilatorische und dissimilatorische Tatig- 
keit der Hefe ausiibt. Dabei wurde insbesondere Alkohol- und Kohlen- 
siurebildung, Kohlehydratbestand, Trockensubstanz, Hefezihlung und 
Kohlenstoffbilanz in Rechnung gezogen und eine Energiebilanz bei 
der Assimilation von Zucker auf dem Wege iiber Alkohol aufgestellt. 

In der folgenden Untersuchung haben wir uns bemiiht, den Kreis 
unserer Erfahrungen dadurch #u erweitern, daB wir die Hefe auf einen 
groBen Zuckeriiberschu8B bei Sauerstoffschiittelung einwirken lieBen 
und neben der Kohlenstoffbilanz auch die Stickstoffbilanz eingehend 
in Betracht zogen, schlieBlich unsere Versuche auBer auf Dextrose 
auch auf Livulose und Galaktose erstreckten. 

Wir sind so dazu gelangt, einerseits unsere Einsichten iiber die 
Assimilation des aus dem Zucker gebildeten Alkohols schirfer zu 
formulieren, andererseits konnten wir uns iiber die Relation zwischen 
den leicht und schwer hydrolysierbaren Kohlehydraten bei der Assi- 
milation und Dissimilation der Hefe bestimmte Vorstellungen bilden. 


Versuch 1. 
Dextrose. Weiteres tiber Kohlehydrat- und Fettneubildung, Stickstoffverteilung. 


Versuchsdaten. 

A. Hauptprobe. 80g PreBhefe + 600 ccm Dextroselésung, enthaltend 
80 g Dextrose = 665 cem Totalvolumen, wurden 7 Stunden im Sauerstoff- 
strom geschiittelt, dann 14 Stunden iiber Nacht stehengelassen und am 
nachsten Tage noch 8 Stunden geschiittelt. Die Versuchslésung enthielt 
dann keine reduzierenden Verbindungen mehr. 

100 ccm der Versuchsfliissigkeiten enthielten 12,0 g Dextrose. 

Totale Versuchszeit 29 Stunden. 

Versuchstemperatur 16 bis 20°C. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem Versuche neutral, nach 

dem Versuche sauer. 

Trockensubstanzgehalt der Hefe 25,4 Proz. 

Nach 21 Stunden enthielt die Suspension noch 17 g Dextrose, nach 
29 Stunden aber keine reduzierenden Verbindungen mehr. Nach dem 
Versuche wurden folgende Bestimmungen ausgefiihrt. Die Zahlen beziehen 
sich auf das totale urspriingliche Fliissigkeitsvolumen 665 ccm (vgl. Ver- 
such 4, Teil I). 

1. Alkoholgehalt, pyknometrisch bestimmt, 30,3 g. 

2. Trockensubstanzgehalt 32,1 g. (Die erhaltene Trockensubstanz wurde 
fiir die folgenden Untersuchungen benutzt.) 

3. Cellulose-(Rohfaser-)Gehalt wurde durch Behandlung von 3g der 
oben erhaltenen Trockensubstanz mit 60proz. Kalilauge in der Warme 
ermittelt?). Rohfaser 0,8 g. 


1) Nach Piliiger, s. Abderhaldens Biochem. Arbeitsmeth. 3, 280. 
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344 H. Lundin: 


4. Glykogenbestimmung. Das alkalische glykogenhaltige Filtrat \.1 
den abfiltrierten Rohfasern bei der Cellulosebestimmung wurde verdiinnt 
und das Glykogen mit Alkohol ausgefallt (s. Versuch 4, Teil I, S. 327), 
Glykogen als C,H,,O, 9,1 g. 

5. Organische Sduren. Auf Grund des vorigen Versuches 4 wurden 
die organischen Siauren, als Essigsiure berechnet, zu 1,0 g geschitzt. 

6. Fett und andere dtherlésliche Substanzen. 4g Trockensubstanz 
wurden 6 Stunden nach Sozhlet extrahiert, 0,25 g. 

7. Bestimmung der mit 3proz. Salzsdure hydrolysierbaren Kohlehydrate. 
Die wie oben aitherextrahierte Substanz wurde in einen 100-cem-MeBkolben 
quantitativ eingefiillt und dort mit 6ccm konzentrierter Salzsiure und 
mit Wasser bis zur Marke versetzt. Nach dreistiindiger Hydrolyse in 
kochenden Wasserbade wurde das verdunstete Wasser ergiinzt und filtriert. 
In dem neutralisierten Filtrat konnten als C,H,)0; 12,1 g Kohlehydrate 
bestimmt werden. Die auf dem Filter zuriickbleibende, nicht hydrolysierte 
Substanz wurde mit warmem Wasser gewaschen, bis das Wasser klar und 
farblos ablief und keine Chlorreaktion gab, und dann in einen 100-cem-Meb- 
kolben quantitativ heruntergespiilt. Nach Zusatz von 6cem_ konzen. 
trierter Salzsiure und Wasser bis zur Marke wurde wieder 3 Stunden auf 
dem Wasserbade hydrolysiert. Nachher Auffiillung und Filtrierung. Das 
Filtrat enthielt keine reduzierenden Verbindungen. 

Mit 3proz. Salzsiure werden also alle von dieser Saéure hydrolysier- 
baren Verbindungen innerhalb 3 Stunden bei 100° C vollstdndig hydrolysiert. 

Das auf dem Filter nach der letztgenannten Filtration Zuriickbleibende 
wurde mit warmem Wasser ausgewaschen, getrocknet, gewogen und sodann 
kjeldahlisiert. Wenn wir von dem Totalgewicht das aus der Stickstoff- 
analyse berechnete Protein abziehen, bekommen wir also die von 3proz. 
Salzsiure (waihrend 6 Stunden) nicht angreifbaren Kohlehydrate (das 
Fett war schon wegextrahiert und die Asche wurde bei den Salzséurebe- 
handlungen auch entfernt). Dieselben betrugen in 665 cem Suspension 3,40 g. 

8. Nach der Tabelle Ia ist aber der totale Kohlehydratgehalt der 
Probe A 21,5g. Von diesen haben wir 12,1 g als mit 3proz. Salzsiiure 
hydrolysierbare und nach Bertrand bestimmbare Kohlehydrate identi- 
fizieren kénnen und 3,40g als von dieser Siure nicht hydrolysierbare. 
Bleibt also ein Rest von 21,5 — (12,1 + 3,40) = 6,0 g Kohlehydrat. Dieser 
Rest mu8 wahrend der Salzsiurebehandlung zwar in Lésung gegangen. 
jedoch in Verbindungen umgewandelt worden sein, die eine alkalische 
Kupferlésung nicht reduzieren. 

Um zu kontrollieren, ob diese Verbindungen bei einer starkeren Hydro- 
lyse der mit 3proz. Salzsiure erhaltenen Hydrolyseprodukte ihre Gegen- 
wart durch eine Zunahme der nach Bertrand bestimmbaren Verbindungen 
verrat, wurde das neutralisierte, tibrig gebliebene Filtrat nach der Glykose- 
bestimmung (s. oben) mit rauchender Bromwasserstoffsiure (spezifisches 
Gewicht 1,49; auf 80ccm neutralisierten Filtrats 25 ccm dieser Saure) 
versetzt und 2,5 Stunden mit RiickfluBkihler auf dem Sandbade langsam 
gekocht'). Bromwasserstoffsiure wird, um eine Oxydation zu vermeiden, 
statt Salzsiure verwendet. Nach der Hydrolyse war die abgetrennte 
Fliissigkeit ziemlich stark dunkel gefirbt und triibe (humifizierte Kohle- 
hydrate, Melanine!). Nach Neutralisation wurde eine Bertrandbestimmung 
ausgefiihrt, die statt mindestens 13,4 g Glykose nur 8,8g gab. Durch 


+) Neuberg und Hymann, Hofmeisters Beitr. z. Physiol. u. Pathol. 2, 206. 
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Humifikation haben sich also mindestens 4,6g Glykose der Bertrand- 
hestimmung entzogen. 

Wahrend des Eindampfens bei der Trockensubstanzbestimmung ist 
es denkbar, daB Glykogen zu Glykose eventuell hydrolysiert werden kénnte, 
und daB wir oben also nur einen Teil der ,,leicht‘* hydrolysierbaren Kohle- 
hydrate bestimmt haben. 2g Trockensubstanz wurden deshalb mit lau- 
warmem Wasser 2 Stunden geschiittelt ; nachher filtriert und in dem Filtrat die 
Zuckerbestimmung ausgefiihrt. Dieselbe war negativ. Bei der Eindampfung 
und Trocknung sind also keine wesentlichen Veranderungen eingetreten. 

9. Gehalt an Stickstoff 1,410 g. 

Gehalt an Gesamtprotein 8,8 g. 

10. Gehalt an Formolstickstoff. 5,00 g Trockensubstanz wurden mit 
Wasser in einem 100-cem-MeBkolben 20 Minuten in kochendem Wasser- 
bade gewirmt. Hierbei gehen lésliche Verbindungen in Lésung; die koagu- 
lierbaren EiweiBstoffe der Hefesuspension sind bei der Eindampfung der- 
selben bei der Trockensubstanzbestimmung auskoaguliert worden. Nach 
Abkiihlung wurde mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Uber Nacht setzte 
sich das Unlésliche auf dem Boden ab, und die iiberstehende Lésung konnte 
abpipettiert werden und durch Faltenfilter filtriert werden. 40 ccm Filtrat 
wurden in einen MeBkolben, 50ccm fassend, abpipettiert, 1 g kristallisiertes 
Bariumehlorid und 0,3ccm Phenolphthaleinlésung dazugegeben. Nach- 
dem sich das Bariumchlorid gelést hatte, wurde eine gesattigte Barytloésung 
bis zur Rotfarbung zugesetzt und auBerdem noch 3 ccm; Auffiillung mit 
Wasser zur Marke; Filtration nach 20 Minuten; 40 cem von dem Filtrat 
wurden mit n/5 Salzsiure neutralisiert (Azolithminpapier) und 10 ccm 
neutralisierter Formollésung zugesetzt. Nachher Titrierung mit n/10 Na- 
triumhydrat bis zur deutlichen Rotfairbung. (Die nachfolgenden Proben B, 
C, D und E wurden gleichzeitig titriert, so da8 wir in allen Proben dieselbe 
Farbentiefe erhielten.) In 665 ccm Suspension 0,050 g Formolstickstoff. 

11. Wasserunlésliche bzw. kdagulierbare HiweiBstoffe. Das, was bei 
der Behandlung mit Wasser nicht in Lésung gegangen war, wurde durch 
dasselbe Filter, das fiix die Filtration der abpipettierten Wasserextrakte 
diente, quantitativ abfiltriert und mit heiBem Wasser so lange gewaschen, 
daB dasselbe farblos ablief. Das (durch das Waschwasser nicht verdiinnte) 
Filtrat gab eine negative Hellersche Probe. Es sind also keine Albumosen 
vorhanden. Die Biuretreaktion fiel auch negativ aus. Keine Peptone. Der aus- 
gewaschene unlésliche Riickstand wurde kjeldahlisiert. Pro 665 ccm Versuchs- 
lésung 0,990 g N. (Ansich wasserunlésliche und koagulierbare Eiweifstoffe. ) 

12. Aschegehalt 1,5 g. 

B. Blindprobe. 80g PreBhefe und 600ccm destilliertes Wasser 
= 665 ccm Totalvolumen wurden so wie die Hauptprobe behandelt. 

C. Gewohnliche Gdrungsprobe. 80g PreBhefe und 600 ccm Dextrose- 
lésung, enthaltend 80g Dextrose = 665ccm Totalvolumen, wurden in 
einem Kolben durchgeschiittelt und dann unverschlossen neben den iibrigen 
Proben wahrend der ganzen Versuchszeit stehengelassen. Alle 2 oder 
3 Stunden wurde kriaftig durchgeschiittelt. 100 cem der Versuchslésung 
enthielten 12,0 g Dextrose. 

Nach der Versuchszeit, 29 Stunden, war die Suspension zuckerfrei. 

D. Blindprobe der Probe C. 80g PreBhefe und 600 ccm destilliertes 
Wasser = 665 ccm Totalvolumen wurden so wie C behandelt. 

E. Untersuchung der urspriinglichen Hefe. 80g PreBhefe wurden auf 
dem Wasserbade eingedampft und nachher bei 105° getrocknet. 
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Diskussion der Versuchsresultate. 
a) Trockensubstanz und Kohlehydratbestand. 


Probe A . . 32,1lg 
ony: Seas 
» C.. . 31,7 g }(vgl. Versuch 3 und 4, Teil I, S. 322 und 329), 
9p 3 a ee 
Pte eee 


Das, was wir in den Versuchen mit ,,schwer“ bzw. ,,nicht hydro. 
lysierbaren Kohlehydraten“ bezeichnen, ist die Differenz zwischen den 
gesamten Kohlehydraten und den mit 3proz. Salzsiure hydrolysier- 
baren und nachher nach Bertrand bestimmbaren Kohlehydraten. 
Diese Differenzkohlehydrate werden aber zum Teil von 3proz. Salz- 
siure in Lésung gebracht, aber geben dabei keine reduzierbaren Ver- 
bindungen und kénnen deshalb nicht mit den ,,hydrolysierbaren”™ 
Substanzen mitbestimmt werden. 

Die ,,hydrolysierbaren‘‘ Kohlehydrate umfassen also nicht alle in 
Salzsaure léslichen, sondern nur den Teil derselben, der reduzierbare 
Verbindungen abspaltet. 

Es scheint, daB diese ,,nicht hydrolysierbaren Kohlehydrate™ 
von der Hefe nicht abgebaut und veratmet werden, denn sie erfahren 
niemals eine Abnahme, nicht einmal in den nicht zuckerbehandelten 
Blindproben (vgl. die Tabelle I, Teil I, S. 335). 


Tabelle Ia. 


Zusammenstellung der Analysenresultate der Trockensubstanzen der 
Proben A, B,C, D und E. Die Ziffern geben die verschiedenen Substanzen 
in Grammen an. Probe A: Sauerstoffschiittelung und Zuckerzusatz. 
Probe B: Sauerstoffschiittelung ohne Zuckerzusatz. Probe C: Zuckerzusatz 
ohne Sauerstoffschiittelung. Probe D: Ohne Zuckerzusatz, ohne Sauerstoff- 
ented Probe E: Die i tin ts Hefe direkt getrocknet. 





"Probe: Ta |B 78 c be 2 






































1. Stickstoffsubstanzen ........... | sa] 88 88) 8&8 | 8,8 
iis ene he er tan oh a obo 03/02) 05/| 03 | 03 
3. Kohlehydrate C,H,,0; | 
eh IA co eg oes gs oo es | 21,5 | 9,2 | 20,9 | 9,6 | 9,7 
b) ,,Hydrolysierbare* (3 proz. HCl) . | 121 | 46 | 11,5 | 47?) 5,1 
c) Glykogen, ¢c ist ein Teil von b . . ML. Pht eo 
d) ,,Nicht hydrolysierbare** (3 proz. HCl) | 
= a wens b AE OND a ae ae” eee Wd Mee Oe Gee 94 | 4,6 9,4 4,9?) 4,0 
e) Rohfaser, e ist ein Teil von d .... | ont — _ —{|-— 
RETESET Ee Oe een | 15/15] 15] 15] 15 
Totale Trockensubstanzmenge (1+ 2+ 3a | 
ME chs, Gees . . | 82,1 {19,7 | 31,7 20,2 |20,3 





Die Kohlehydrate der Reihe 3a bestehen aus Glykogen, Pentosan, 
Hemicellulose, Cellulose, Gummi, Schleimsubstanzen. 
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Die Kohlehydrate der Reihe 3d bestehen aus 1. von 3proz. HCl nicht 
angreifbarem Kohleydrat (Rohfaser usw.), in A= 3,4g, in B=2,7g, 
2. werden von 3proz. HCl zwar in Lésung gebracht, liefern jedoch keine 


reduzierenden Produkte, in A = 6,0g, in B= 1,9g. 




















Tabelle Ib. 
Die prozentuale Verteilung der in der Tabelle Ia angegebenen Substanzen. 
Probe: A B | Cc | D E 
SSA eave nn ae eee! Proz. | Proz. | Proz. | Proz. |__Proz. 
DR en eae Bye eG 27,4 44,7 27,7 43,5 43,3 
» FEE SC aa pa aa 10 | 1,6 15 15 
Mis ee be ee 67,0 46,7 | 66,0 47,5 47,8 
ee oe a ee ae | eee 36,3 23,3? 25,1 
Cee se ee a SU 28,4 _ | — _ _ 
i. se eee ats as | 23 29,7 242? =| = 22,7 
Se ee ee | 25 | ~ a ee 
Mo SS kas oases ae a Re ee ee 
| 


1000 | 1000 | 1000 | 1000 


| 


Summa (1+ 2+ 3a-+ 4) | 1000 


1. Von 3proz. HCl absolut nicht hydrolysierbare Kohlehydrate (Roh- 


faser): Pear 


in A 32,1 = 10,6 Proz. 
‘ 2,7. 100 
in B 19,7 > 13,7 Proz. 


2. Von 3proz. HCl zwar in Lésung gebracht, jedoch ohne reduzierende 
Produkte zu liefern: 


6,0. 100 
in A 32,1 ~ 18,7 Proz. 
1,9. 100 
nB i9,7. ~ 9,6 Proz. 
Tabelle Ic. 


Die prozentuale Zusammensetzung der Kohlehydrate 
der Trockensubstanz C,H,)0s. 


























> a A B Cc D E 
a = —— —o Dacca _Proz. L hie Proz. — Proz. | Proz. : 
l.a) ,,Hydrolysierbare“ . . . . . . | 56,3 | 50,0 | 55,0 | 49,0?) 52,5 
b) Glykogen, in Prozenten von: la | 
' +2; = Tot. Kohlehydrate . . 23 | — — _ —_ 
la; = ,,hydrolysierbare Kohlehydrate*. || 75,3 | - - - _ 
2. ,,Nicht hydrolysierbare«. . . . | 43,7 | 50,0 | 45,0 | 51,0%| 47,4 
See te4+8 Ss 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 


In diesem Versuche finden wir eine Bestiatigung des vorigen Versuches 4, 
Teil I. Nur die verschiedenen Mengen an Kohlehydraten bedingen die 
in der Tabelle Ia befindlichen Unterschiede zwischen den Proben. In 
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den beiden zuckerbehandelten Proben ist der Gesamtkohlehydratgehalt 
116 bis 134 Proz. gréBer als in den iibrigen. Die Selbstgarung in B und |) 
ist bedeutend geringer als in dem Versuch 4, Teil I. Die vergorenen Sub. 
(9,7 — 9,2). 100 

9,7 
entsprechende Zahl der Probe D ist 1,0 Proz. (im Versuche 4, Teil I, 9.5 
und 3,2 Proz.). 


In den Zuckerproben haben die ,,hydrolysierbaren‘‘ Kohlehydrate gegen. 
iiber den Selbstgarungsproben B und D mit 145 und 165 Proz. und gegen- 
tiber E mit 125 und 140 Proz. zugenommen, wiahrenddem die ,,nicht hydro- 
lysierbaren‘‘ eine Zunahme von ungefahr 100 Proz. erfahren haben. Alsv 
dieselbe Erscheinung wie im Versuche 4, Teil I. 


stanzen betragen in B gegeniiber E = 5,2 Proz. Die 


Die urspriingliche Hefe besaB 52,6 Proz. von den gesamten Kohle. 
hydraten in ,,hydrolysierbarer‘‘ Form, hauptsichlich Glykogen, wovon bei 
der Selbstgirung in B und D gegeniiber Versuch 4 relativ wenig veratmet 

(5,1 — 4,6). 100 
welling ee 
5,1 
Hierdurch verindert sich der Prozentgehalt der ,,hydrolysierbaren‘‘ Kohle- 
hydrate in derselben Probe von 52,6 zu 50,0 Proz. 


= 9,8 Proz. in B (gegen 22,5 Proz. in Versuch 4). 


In A wurde von dem assimilierten Zucker 
fiir ,,hydrolysierbare“‘ Kohlehydrate .. . . 61 Proz. 
»» » nicht hydrolysierbare‘‘ Kohlehydrate . . 39 
in Anspruch genommen. 


9? 


Bei der Probe C finden wir die entsprechenden Werte 60,2 und 89,8 Proz. 


In der Probe A verteilte sich der als Kohlehydrat assimilierte Alkohol 
folgendermaBen : 


C-Hydrate aus 
dem Alkoho! 


1. Leicht hydrolysierbare Kohlehydrate = 75g 
2. Durch HCl in Loésung gebrachte Kohlehydrate, 

die keine reduzierbare Spaltprodukte geben .. 5,0—19 = 41g 
3. Unangreifbare Kohiehydrate =.07-¢ 


123g 


Die Fraktion 1 hat also die weitaus starkste Zunahme erfahren und 
die Fraktion 3 die kleinste. Eine Cellulosebildung findet nicht statt. Gegen- 
iiber der urspriinglichen Hefe (Probe E, Fraktion 1 = 5,1; Fraktion 2 
= 1,9; Fraktion 3 = 2,7) ist die prozentuale Vermehrung fiir Fraktion | 
= 147 Proz., fiir 2 = 215 Proz. und fiir 3 = 26 Proz.; und also in 2 am 
starksten. : 


Der fiir die Synthese notwendiger Zellbestandteile des Plasmas ver- 
wendete Alkohol steht also nicht in konstanter Beziehung zum Gesamt- 
. zuwachs der Hefe') (Zellenvermehrung 6 Proz. und Trockensubstanz- 
vermehrung 37 Proz. in der Probe A, vgl. Teil I, 8. 314, und unten S. 363). 





1) Die Fraktion 1 ist scharf begrenzt, denn wenn die Hydrolyse mit 
3proz. Salzsiure fortgesetzt wird, erfahren diese Kohlehydrate keine 
weitere Zunahme (8S. 344). Ob dasselbe fiir die beiden anderen Fraktionen 
gilt, ist nicht konstatiert worden. Bei einer fortgesetzten Hydrolyse kénnte 
eventuell Fraktion 2 auf Kosten von Fraktion 3 zunehmen. 
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Die Stickstoffsubstanzen betragen in B, D und E (alle ohne Zucker- 
zusatz) 43 bis 45 Proz., sinken aber in den Zuckerproben A und C zu dem 
niedrigen Werte 27,5 Proz. Uber die nahere Zusammensetzung dieser 
Stoffe s. unten §S. 352. 


b) Fettbildung. 

Eine Fettbildung in der Hefezelle vollzieht sich nur in Gegenwart 
von Sauerstoff. Da aber der Zucker gegeniiber Fett ein stark oxydierter 
Korper ist, ist es unwahrscheinlich, daB derselbe als nachstes Ausgangs- 
materiai fiir die Fettbildung dienen kann. Dagegen ist Alkohol starker 
reduziert als Fett!), wodurch die Notwendigkeit des Sauerstoffs bei 
einer Bildung von Fett aus dieser Substanz erklarlich wird. 





Literaturangaben iiber die Fettbildung in der Hefezelle. 

Lindner*) bezeichnet den Alkohol als Grundsubstanz fiir Fett. Fett- 
bildende Hefearten ziehen Alkohol lebhaft an und synthetisieren ihn in 
Gegenwart von Sauerstoff zu Fett. Je kdrglicher die N-Nahrung ist, desto 
langsamer wird die Sprossung und desto stdrker die Verfettung. Alkohol 
ist ausgezeichnet geeignet zur Bildung von Fett in der Hefe und kann ein 
wichtiger Baustein fiir die Zelle werden*), Lindner*) fand, daB PreBhefe 
bei reichlichem Luftzutritt Alkohol unter Bildung von Fett assimiliert; 
am besten in mineralischer Nahrlésung mit karger Stickstoffquelle. Bo- 
korny®) konnte dagegen nur eine schwache Fettbildung, 1,3 bis 2,5 Proz., 
in der PreBhefe beobachten, waihrenddem andere Verfasser 20 Proz. an- 
geben. Die Unstimmigkeiten sind wohl auf die kurze Versuchsdauer (3 Tage) 
zurickzufiihren. Nach Lindner*) besitzt man in dem Fernhalten des 
Sauerstoffs ein Mittel, die Fettbildung zu verhindern und die Zellen gesund 
und sproBtiichtig zu erhalten. Nach den neueren Untersuchungen von 
Zikes’) ist die Bildung von Fett bei tieferen Temperaturen, 12 bis 15°, 


1) Stearinsaure, C,3(H,O), 5, auf 1 C 1,78 H | 
Glycerin, C,(H,O), Hg, auf 1 C 0,67 H | (nach Abrechnung 


Alkohol, C,H,(H,0O), auf 1 C 2,00 H des Wassers) 
Dextrose, C,(H,O),, auf 1 C 0,00 H 


2) P. Lindner, Zeitschr. f. techn. Biol. 9, 100— 107; C. 1921, IIT, 8. 961. 
3) Derselbe, Ber. d. deutsch. Bot. Ges. 37, Generalvers.-Heft 34/40; 
Cc. 1920, IIT, S. 802. 


4) Derselbe, Zeitschr. f. techn. Biol. 7, 68—78, 1919; C. 1920, I, S. 430. ° 


5) Th. Bokorny, diese Zeitschr. 75, 346—375, 1916. 

6) P. Lindner, Zeitschr. f. Biol. 7, 68—78, 1919; C. 1920, I, S. 430. 

7) H. Zikes, Zentralbl. f. Bakt. 49, 16—17. ,,Die vergleichende Unter- 
suchung des Glykogen-, Volutin- und Fettgehaltes ergab, daB der Glykogen- 
gehalt in der Regel rascher ansteigt, dafiir aber rascher fallt als der Volutin- 
gehalt. Die Zu- und Abnahme des Glykogen- und Volutingehaltes ist bei 
den verschiedenen Pilzen von auBeren Umstinden abhangig und an eine 
gewisse Zeitspanne gebunden. Der Fettgehalt nimmt gegentiber den ge- 
nannten Reservestoffen langsam zu und bleibt selbst in sehr alten Zellen 
erhalten, ja iiberdauert oft den ganzen iibrigen Inhalt der Zelle. Eine 
kriftige N-Nahrung beeinfluBt in giimstigem Sinne die Bildung aller drei 
Kérper, am meisten die des Volutins.‘‘ Zentralbl. f. Bakt. 57, 1—3, 1921/22. 
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sehr langsam, rascher bei 20 bis 30°. Freie Zufuhr von Sauerstoff und «in 
an Kohlehydraten reicher stickstofffreier Ndhrboden fiihren zu vermehrier 
Bildung von Fett in der Hefe'). Newberg*) hat das Problem iiber die Fnt. 
stehung héherer Fettsiuren aus Zucker in Angriff genommen. Er brachite 
den experimentelien Beweis dafiir, da Acetaldehyd als Umsetzunys. 
produkt in Beziehungen zu den Vorgaingen der wahren saccharogenen 
Butterséurebildung steht. Bei der Fettbildung aus Zucker konnte nach 
Haen *) Acetaldehyd als Zwischenprodukt nachgewiesen werden. Auf etwa 
nebenher verlaufender alkoholischer Garung diirfte sein Auftreten nicht 
beruhen, da Alkohol nicht nachgewiesen werden konnte‘). 


Der Umstand, da8 in unseren Versuchen keine N-Nahrung, keine 
Sprossung, reichliche Versorgung mit Sauerstoff und _ reichliche 
C-Nahrung (Alkohol) vorhanden waren, wiirde zur Annahme berech- 
tigen, daB eine starke Fettbildung eintreten wiirde. DaB dies nicht 
der Fall war, mu8 der kurzen Versuchsdauer, weniger als 30 Stunden, 
und der relativ niedrigen Temperatur, im allgemeinen 16 bis 17°, zu- 
geschrieben werden. 

Wir haben zwar das Fett nur durch direkte Atherextraktion der 
Hefetrockensubstanz bestimmt. 


Wie Naegeli zuerst beobachtete, soll man aber, nach Zerstérung der 
Zellwinde mit konzentrierter Salzsiure, zwei- bis dreimal mehr Fett er- 
halten kénnen. Nach J. Smedley®) ist ein groBer Teil des unter normalen 
Verhaltnissen in der Hefe vorhandenen Fettes und des damit verkniipften 
Sterins in irgend einer Weise an das Protoplasma gebunden und wird 
daraus durch Behandlung mit Alkohol und Ather nicht ausgezogen. Dieser 
Komplex wird durch Kochen mit verdiinnten Mineralsiuren zerlegt, so 
da8 das Fett mit Ather ausgezogen werden kann. 


Um uns zu iiberzeugen, ob derart gebundenes Fett in der Hefe 
zu finden ware, wurden 4g Trockensubstanz in einer Porzellanschale 
mit Wasser verriihrt. Nach Zusatz von 3 ccm H,80,, 50 Proz. Na, SO, 
und Quarzsand wurde am Wasserbade zur Trockne gebracht und der 
Riickstand 9 Stunden mit entwissertem Ather im Soxhlet extrahiert. 
Nach Verdampfung des Athers wurde gewogen®) (und schlieBlich dic 


. 

1) Ida Smedley Maclean, Biochem. Journ. 16, 370—379, 1922; C. 1922, 
III, 8. 630. : 

*) C. Neuberg und B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 289, 1921; Zentralbl. 
f. Bakter. 57, 95. 

3) H. Haen, Zeitschr. f. techn. Biol. 9, 217, 1921; Wochenschr. f. 
Brauerei 1922, 8. 90. 

*) H. Haen und W. Kintoff, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 56. 439— 445, 
1923; C. 1923, I, 775. 

5) Ida Smedley Maclean, Biochem. Journ. 16, 370—379; C. 1922, 
III, 8. 630. 

) A. Bellet, Bull. de la soc. chim. de France (4) 18, 565; Journ. de 
Pharm. et de Chim. (7) 8, 21; C. 1913, III, 457. 
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freien Fettsiuren mit n/10 Lauge titriert). In dieser Weise erhielten 
wir aber keinen nennenswerten gréferen Fettwert. 
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e Ent. 
Tachte 
un ga c) Kohlenstoffbilanz. 
Qener ix 
; es In derselben Weise wie im Versuche 4, Teil I, S. 333 ist folgende 3 
f etwa Bilanztabelle aufgestellt und berechnet worden: a 
nicht 3B 
Tabelle Ila. 
keine Kohlenstoffbilanz, betreffend den Zucker, der zu den Proben A und C 
hliche zugesetzt wurde, und die Produkte, die aus diesem gebildet worden sind. 
rech- Probe A: Zuckerzusatz + Sauerstoffschiittelung. Probe C: Zuckerzusatz 
nicht ohne Sauerstoffschiittelung. 
nden, ee ee ; 
A Zu- Sa: ear ~~ yosy ~ wn nr —————— SS ie 
a a ee aie Cee C20) O2g= 0: gO 
idee Se. Sick Hk es 30,32 — 15,8g¢C | 320g — 16,7gC 
Trockensubstanzzunahme als C,H,,O; | te et 
(Differenz A—B, baw. C—D).. . | 124g= 55gC| Ubg= 51gC a) eng 
Organische Saéuren als Essigsiure . . | 1,0g 04gC 10g— 04gC roe 
j der Kohlensaure (Differenzberechnung) . . | 36,0g = 10,3gC | 35,0g—= 98gC i 
; Pl Dextrose zugesetzt ......2... 80,0g — 32,0gC | 800g — 32,0¢C Liu 
often 
wird Tabelle IIb. 
1eser 
by SO Von dem Kohlenstoffgehalt des zugesetzten Zuckers sind in Form von: 
Bore oN j Eel Grats: sa 
tefe Probe : | A | Cc Garungsformel 
berechnet 
hale ——— 
30, Alkohol . . . .  49,4Proz.C | 52,2Proz.C| | 66,7 Proz. C 
der Kohlenhydratzu- 66,6 Proz. 68,1 Proz. + 
aa nahmeC,H,,0,|| 17,2 , C l159 , cl . 
a Organ. Siuren . 13 , C Re, Sees > ee 
die J} Kohlenséure . . 321, € | 36, C1 888 
= | 100,0 Proz.C |100,0 Proz.C 100,0 Proz. C 
tbl Eine nahere Betrachtung der beiden Tabellen V, Teil I, S. 334, 
und II, Teil II, ergibt, daB die in den beiden Versuchen erhaltenen 
a Resultate vollstindig eindeutig sind. 
: Es ergibt sich ebenso wie in den friiheren Versuchen, dap die Summe 
Pe, der Kohlenstoffgehalte des gebildeten Alkohols und der neugebildeten 
29 Kohlehydrate durchaus iibereinstimmt mit dem Kohlenstoffgehalt der 
theoretischen Alkoholmenge der gewéhnlichen Gdrung, derart, dap wir 
de unsere Annahme einer sekundiren Umwandlung von Alkohol in Kohle- 





hydrat auf das beste bestdtigt finden. 





23 * 
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d) Stickstoffbilanz. 
Wir wenden uns jetzt den stickstoffhaltigen Substanzen zu. 


Tabelle III. 
Zusammenstellung der Untersuchungsresultate an den Stickstoffsubstanzen 
der Proben A, B, C, D und E. Die Ziffern geben die verschiedenen Sul). 
stanzen in Milligrammen N an. Probe A: Sauerstoffzufuhr mit Zuckerzusatz. 
Probe B: Sauerstoffzufuhr ohne Zuckerzusatz. Probe C: Zuckerzusatz 
ohne Sauerstoffzufuhr. Probe D: Ohne Zuckerzusatz, ohne Sauerstoffzufuhr. 
Probe E: Die urspriingliche Hefe direkt untersucht. 





Probe: A B Cc 
| 
. Wasserunléslicher 
bzw. koagulierbarer 
EiweiB-N . . . mg 990 70,2Proz.| 950 = 67,8 Proz. | 1010 — 72,6 Proz. 
2. Polypeptid-N . , | 370—263 , 371—= 266 , 333 — 24,0 
Forman... yg ae aa FS ee OFS aS Ct 


Gesamt-N . .'. . mg |1410— 100 Proz. 1400 — 100 Proz. | 1390 — 100 Proz. 


” 





Probe: | D 


- Wasserunléslicher | 
bzw. koagulierbarer | 
EiweiB-N . . . mg/ — 1000 = 71,5 Proz. 

2. Polypeptid-N . , | - "342 — 244 
3. Formol-N... , | 87 — 63 Proz. 68 = 4,1 


Gesamt-N .... mg 1390 = 100 Proz. 1400 — 100 Proz. 


n 
_»” 





Der Polypeptidstickstoff ist als Differenz berechnet worden. * Mit 
der Biuretreaktion oder mit der Hellerschen Probe nachweisbare Ver- 
bindungen, Albumose und Peptone, sind nicht vorhanden. 


Wir wollen hier gleichzeitig die im néichsten Versuch 2 (S. 353) 
erhaltenen Resultate der Stickstoffanalyse betrachten. 


Tabelle IV. 
Untersuchungsresultate der Stickstoffsubstanzen der Proben A und B des 
Versuches 2, 8. 353. Die Ziffern geben die verschiedenen Substanzen in 
Milligrammen an. Probe A: Sauerstoffschiittelung mit Zuckerzusatz. 
Probe B: Sauerstoffschiittelung ohne Zuckerzusatz. 








“Probe: | es Sees 


888 — 80 Proz. 


@) Reinprotein N | 945 = 85 Proz. | 
b) Ubrige N-Substanz N . we Be n | 222 <i. 
| 


| 1110 = 100Proz. | 1110 — 100 Proz. 


Das Reinprotein ist hier durch Fallung mit Kupferhydroxyd nach 
Barnstein bestimmt worden. 





E 


W 
pl ober 
Eiweil 
ohne 7 
etwas 
Probe: 
Form 
Form 
iiber J 
Sticks 
I 
die Vi 
Probe 


I 
werde 
Albur 
gehen 
inter 
nicht 









Einflu8 des O auf die assimilat. usw. Tatigkeit der Hefe. II. 353 
, 

Wenn wir die Tabelle III betrachten, finden wir, daB in den Zucker- 
proben A und © der Gehalt an wasserunléslichem bzw. koagulablem 
KiweiB derselbe ist wie in der urspriinglichen Hefe E. In der Probe B, 
ohne Zucker, und wahrscheinlich auch in der Probe D ist dieser Gehalt 
etwas niedriger wegen einer beginnenden Autolyse in diesen beiden sp: 
Proben, die ihren starksten Ausdruck in der kraftigen Steigerung des a 
Formolstickstoffs findet. B enthalt 58 Proz. und D 85 Proz. mehr ‘ 
Formolstickstoff als A bzw. C. In der Tabelle IV finden wir in B gegen- 
iiber A auch eine kleine Abnahme des durch Kupferhydroxyd fallbaren ee 
Stickstoffs. i 
Im ganzen kénnen wir sagen, daB die EiweiBsubstanzen durch 
die verschiedenen Behandlungsweisen der Hefe in den verschiedenen 
Proben wenig beeinfluft worden sind. 








nZen 
Su b. 
isatz, 
1satz 


fuhr. 















Durch die peptischen, tryptischen und ereptischen Enzyme der Hefe 
werden Eiwei8kérper aller Art der Zelle gelést und abgebaut [vgl. Dernby')]. 
Albumosen treten wahrend des ganzen Spaltungsprozesses nur voriiber- 
gehend und in geringer Menge auf; Pepton (im Sinne Kiihnes) ist auch 
intermediaér nicht nachweisbar und kommt auch in der normalen Hefe 
nicht vor. 


Aus der starkeren Bildung von Formolstickstoff in der Probe D als 
in der Probe B (sauerstoffgeliiftet) kénnte man vielleicht herauslesen, 
daB Sauerstoff die Autolyse hemmt. Wegen der betrachtlichen Versuchs- 
fehler und wegen der geringen Autolyse wollen wir uns aber doch nicht 
dariiber aussprechen. 


Nach N. Iwanoff*) erscheint von den Garungsprodukten der Alkohol 
als der Haupthemmungsfaktor des EiweiSzerfalles. In unseren Proben A 
und C kénnten wir eine Bestatigung dieses Befundes sehen. [Nach Gromow*) 
wird die Wirkung der proteolytischen Enzyme durch Alkohol und ver- 
girbaren Zucker, weiter Lactose, Mannit und Glycerin gehemmt.] Dernby*) 
hat gefunden, daB die Hefeautolyse bei einer Wasserstoffionenkonzentration 
von py = 6,1 optimal verlaiuft. Diese Koyzentration diirfte auch in den 
Proben B und D vorhanden gewesen sein, wihrenddem die Proben A und C 
eine bedeutend gréSere Wasserstoffionenkonzentration enthalten. Hierin 
kénnte die Ursache zu der in B und D beobachteten Autolyse liegen. 




















Versuch 2, Dextrose, und Versuch 3, Livulose. 

Diese beiden Versuche sind wie die tibrigen bisher beschriebenen it 
ausgefiihrt worden. In den Hauptproben A 50 g PreBhefe und 500 ccm 
Zuckerlésung; in den Blindproben B dasselbe, aber ohne Zucker. Im 







1) K. G. Dernby, diese Zeitschr. 81, 107— 208, 1917. 
2) N. Iwanoff, diese Zeitschr. 120, 62—80. 

8) T. Gromow, H. 42, 299, 1904; vgl. Euler und Dernby, H. 89, 408, 
1914, 

4) K.G. Dernby, diese Zeitschr. 81, 107—208, 1917. 
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Versuch 2 wurden 15g Dextrose verwendet und im Versuch 3 10 7 
Livulose. Beide Versuche wurden in dem Moment abgebrochen, ais 
der Zucker verschwand. Versuchszeit bei Versuch 2: 3 Stunden, Ver- 
such 3: 5Stunden. Im Versuch 2 wurden Trockensubstanzbestimmunge 
und Kohlehydratanalysen ausgefiihrt; im Versuch 3 dagegen nich' 


Der Versuch 3 zeigt, daB sich Lavulose so wie Dextrose verhiilt- 
im tibrigen ergeben die Versuche nichts Neues, sondern bestitigen nur 
das, was in den vorigen Versuchen gefunden wurde. 


Tabelle V (Versuch 2). 
Analysenresultate der Trockensubstanz der Proben A und B. Die Ziffern 
geben die verschiedenen Substanzen in Grammen an. Probe A: Sauerstoff- 
schiittelung und Zuckerzusatz. Probe B: Sauerstoffschiittelung ohne Zucker- 
zusatz. 





— 7 = i “~% : 


1. Stickstoffsubstanzen . . . = 44,9Proz. | 7,0— 58,3 Proz. 
2. Fett ee ee ee 
3. Kohlehydrate C,H,,0, 

a) Totalgehalt gi 74= 44 . | 38= ‘ 

b) , Leicht hydrolysierbare“ g 2 20,5 Proz. 1,4 

c) ,Schwer hydrolysierbare“ 





= HL7 Pros. 





42= 69 , 24= 20 , 
4. Asche .g | 10= 64Proz. | 10= 8,3 Proz. 


Totale Trockensubstanzmenge | 
1+2+3a+4 g | 15,6—100,0 Proz. | 12,0 = 100,0 Proz. 








Von dem assimilierten Alkohol haben 50 Proz. ,,leicht hydrolysierbare 
und 50 Proz. ,,schwer hydrolysierbare“ Kohlehydrate gebildet. 


. Tabelle VI. 
Kohlenstoffbilanz der Probe A des Versuches 2. 








| Nach der 
Garungs- 
formel 


_ Proz. 


| 460g — 240¢gC— 400 
3,60g = 160gC— 266 





66,6 Proz. 66,7 
| 530g = 150gC— 25,0 

| os0gc— sa} 4 » 
| 15,00g — 6,00 gC —100,0 Proz. 


33,3 
100.0 








40,0. 100 


Vergérungsgrad, nach der Alkoholausbeute berechnet, — 66.7 


= 60 Proz. Alkoholgehalt in der Versuchsfliissigkeit = ——— = 0,86 g in 


535 
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100 cem. In der sauerstoffgeschiittelten Probe ist eine Assimilation von 
266. 100 
40,0 + 26,6 

Die obenstehende Tabelle bestitigt unsere Annahme, da8 die Zucker- 
assimilation tiber Alkohol als Zwischenprodukt verliuft; so auch die folgende 
Bilanztabelle des Versuches 3. Auch hier wiederum entspricht Alkohol- 
kohlenstoff und Kohlenstoff der neugebildeten Kohlehydrate 66,6 Proz.; 
entspricht also der theoretischen Ausbeute an Alkoholkohlensto/f bei der typischen 
§ Garung. 


= 40 Proz. des gebildeten Alkohols eingetreten. 


Tabelle VII (Versuch 3). 
Kohlenstoffbilanz der Probe A des Versuches 3. 





Nach der 
Garungs- 
formel 


Proz. 


Alkohol | 2,28 g | 1,202 = 30) . 
Kohlehydratzuwachs . . | 148gC — 37 | OT Pros. 7 
Kohlensaure 4,80 g = 1,32 gC = 33 33,3 


Zucker zugesetzt .... 10,00 g = 4,00gC — 100 Proz. 100,0 





, Die gebildeten Kohlehydrate sind nicht analytisch bestimmt, 
sondern durch Differenzberechnung aus den CQ,- und Alkoholwerten 
erhalten worden. 

Auch in diesem Versuch ist wiederum die Summe Alkoholkohlen- 
stoff + Kohlenstoff der neugebildeten Kohlehydrate rund 67 Proz. 


Vergirungsgrad 45 Proz. 
Alkoholgehalt der Versuchsfliissigkeit 0,42 g. 
Assimilierter Alkohol 55 Proz. 


In dem Versuch 2 wurden Bestimmungen von Reinprotein nach 
Barnstein ausgefiihrt. 


Versuch 4, Galaktose. 


500 ccm einer Galaktoselésung, enthaltend 10 g Galaktose, wurden 
mit 50g PreShefe unter Sauerstoffschiittelung behandelt. Nach 
6 Stunden wurde eine Zuckerbestimmung ausgefiihrt, die ergab, daB 
noch 8,7g Galaktose in der Versuchsfliissigkeit vorhanden waren, 
und da®B die Hefe nur 1,3 g vergoren hatte. 

Von den vergirbaren Hexosen (d-Glykose, d-Fructose, d-Mannose 
und d-Galaktose) wird ja bekanntlich die d-Galaktose am langsamsten 
vergoren. 

Von einer intensiven Sauerstoffbehandlung wird also die Girungs- 
geschwindigkeit der Galaktose nur wenig beeinflubt. 
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Uberblick. 
a) Tabelle VIII. 


Zusammenstellung der in den Versuchen 3, 4 (Teil I) und in den Versuchen |, 
2 und 3 (Teil II) erhaltenen Analysenresultate. Die Werte der Tabelle 
beziehen sich auf das Gaérungsstadium, wo der Zucker gerade verschwindct, 
Eine, auch teilweise Veratmung der Assimilationsprodukte ist dann noch 
nicht eingetreten. Die Proben A umfassen eine Zuckergirung unter Sawer. 
stoffschiittelung. Die Proben B umfassen eine Selbstgirung (ohne Zucker) 
unter Sauerstoffschiittelung. Die Proben C umfassen eine Zuckergirung 
ohne extra Sauerstoffzufuhr. Die Proben D umfassen eine Selbstgarung 
(ohne Zucker) ohne extra Sauerstoffzufuhr. Die Proben E reprasentieren 
die urspriingliche Hefe. Die Versuche 3 (Teil I), 3 (Teil II), 2 (Teil IT) und 4 
(Teil 1) enthielten pro 100 ccm Versuchslésung 9,35 g PreBhefe; der Ver- 
such 1 (Teil IL) 12,00g. Der Trockensubstanzgehalt der Hefe betrug in 
allen Versuchen etwa 25 Proz.; der EiweiBgehalt etwa 50 Proz. der Trocken- 
substanz. Die Ziffern der Tabelle beziehen sich auf 100 cem der Versuchs- 
losung. Versuchstemperatur 12 bis 20°C. 








Teil: oe a 


‘Versuch: eae 


1. Versuchszeit in Stunden | 3 21 | 29 
2. Zugesetzter Zucker in g 1,87 | 2.80 7,95 1200 


3. Hefetrockensubstanz n. d. Versuche in g 


2,90 | ‘2,92 3,24 4,83 
2,26 224 2.12 2.96 
~ (3,28 | 4.77 
— | — |218/ 3,04 
— |.— | 222) 3,06 


4. Die absoluten Trockensubstanz- 
zunahmen in g 
0,64 | 0,68 1,12 | 1,85) ) , 
| — | 1,02/ 1,76 | 
| — | 1,10/1,70 | 
— | — | 1106 | 1/69 
5. Die Trockensubstanzzunahmen (A — B | 
und C — D) in den Proben A und C in | 
Proz.von d. urspriinglichen Zuckermenge | | 
Probe A 3 24 | 14 15 
go8 (6)/—|—/|4) 4 
6. Theoretische Alkoholmenge nach der 
Garungsformel in g 
Proben A und C 1,43 | 4,07 6,15 | 


0,86 | 3,04 4,56. 
— |312 481 


(057 1 
— 0,95 1,34 


03 1,59 | 
J 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 





Teil I 
Versuch: 3 
9, Vergarungsgrad des Zuckers nach der 
Alkoholausbeute berechnet = 7. — 
Probe A 


10, hiiaiithinitin Alkohol in Proz. von dem 
Of 
theoretischen Alkoholgehalt = ; . 


Probe A 
C 


11. Totaler Gehalt an Kohlehydraten in g 
(Gesamtgehalt) 


12. Gounmatgehalt an ,,leicht‘* hydrolysier- 
baren Kohlehydraten in g 


Probe A 
” 


13. Das Verhaltnis zwischen den ,,leicht*< 
hydrolysierbaren und den‘ gesamten 


9 
Kohlehydraten — 7 100 in Prozenten 
Probe A —| —| 48 | 
ae 2/ 50 
48 55 
39 | 49 
49 | 53 





” 
” 
” 


b) Uber die Assimilation des aus dem Zucker gebildeten Alkohols. 

Die Kurven der Abb. 1 und 2 zeigen, daB die Assimilation (die 
Glykogenspeicherung wird dabei eingerechnet) des Zuckers tiber Alkohol 
als Zwischenprodukt bei intensiver Sauerstoffbehandlung desto voll- 
stdindiger ist, je geringer die anfdngliche Zuckerkonzentration war. Von 
einem Zuckergehalt von etwa 6g pro 100 ccm ab (entsprechend einer 
totalen Menge gebildeten Alkohols von 3 g) verliuft die Assimilation, 
die dann konstant 20 bis 25 Proz. betrigt, der Zuckerkonzentration 
proportional (wenigstens bis zu 12 g Zucker. in 100 ccm). Bei gewéhn- 
licher Garung ohne Extrazufuhr von Sauerstoff ist dagegen das Ver- 

assimilierter Alkohol 


cyan totale Menge gebildeten Alkohols ca ge sgh tram 
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Yon der fotalen theoretischen Alkoholmenge 
sind (x %) assimilert worden 


Ss 


“5 67 
G9 Zucker in 100 ccm Suspension 
Abb. 1. Die prozentuale Assimilation der theoretischen 


Alkoholmenge in den Proben A und C. Die Werte 
sind der Tabelle VIII, 10 entnommen. 


g 


B4 
8 
So 
: 
: 


ee I 2? = 


4g 6 
jaar by 700 ccm Suspension 
Abb. 2. Die absolute Assimilation, Gramm assimilierter 
Alkohol in den Proben A und C. — Der niahere Ver- 
lauf der Kurve A ist aus der Kurve A der Abb. 1 
konstruiert worden. — Die Werte sind der Tabelle VIII, 
8 entnommen, 


20 
10 


O.. 9 £2.48 ae 0 0 f 
g Zucker in 100 ccm Suspension 
Abb. 3. Vergarungsgrad des Zuckers in den Proben A 
und C nach der Alkoholausbeute berechnet. Die Werte 
sind der Tabelle VIII, 9 entnommea. 


innerhalb eines Bereiches voi, 
0 bis 12g Zucker} und be- 
tragt auch 20 bis 25 Proz., wn- 
abhangig von der Zucker- (und 
Hefe-) Konzentration. 

Der Sauerstoff iibt nur 
in Konzentrationen zwischen 
0 und 4 bis 6g Zucker pro 
100 ccm einen EinfluB, und 
zwar einen giinstigen aus. Je 
kleinere Konzentration, desto 
stirkerer EinfluB. (Von 4 Proz. 
ab wird auch die Vermehrung 
der Hefezellen, wenn eine 
giinstige Stickstoftquelle zur 
Verfiigung steht, triige, und 
es scheint, als ob diese Kon- 
zentration von groBer Wirkung 
auf die Hefe wire.) 

Aus der Tabelle VIII, 1., 
geht hervor, daB, je nach der 
Garkraft der Hefe, die Zeiten, 
die fiir die vollstindige Ver- 
garung des Zuckers notwendig 
sind, sehr stark wechseln. Das 
Ausma8 der Assimilation des 
gebildeten Alkohols ist aber 
von der Schnelligkeit der Ver- 
garung vollstaindig unabhingig 
und, wie aus den Kurven her- 
vorgeht, ebenso auch von der 
verwendeten Hefemenge, vor- 
ausgesetzt, daB dieselbe nicht 
unter einem gewissen Aus- 
mae bleibt, d. h. so viel 
Hefe mu vorhanden sein, 
da® ihr maximales Vermégen, 
Alkohol aufzunehmen, nicht 
erreicht wird. 

Wenn geniigend Hefe zur 
Verfiigung steht und die Ver- 
suchsflissigkeiten 1. der Luft 
ausgesetzt sind, ist die absolute 





Ei 


Assimil 
retische 
Konzen 
hangig, 
um das 
milatio’ 
tischen 
worden 


F otwa 2 


dieses 
der He 
erreich 
2. 
schnell 
milatic 
100 ce! 
je geri 
VW 
grad ¢ 
so sinc 
vorgal 
stand 
I 
lichke 
wird : 
beach 
naten 
jeweil 
\ 
und d 
Zuni 
suche 
Assin 
facht 
verfa 
Versi 
Wert 


neue 


wo ¢ 
unak 





| Von 












Einflu8 des O auf die assimilat, usw. Tatigkeit der Hefe. II. 359 


Assimilation (d. h. die Gewichtsmenge assimilierten Alkohols = theo- 
retische Menge minus wirklich gefundener Menge) der Zucker- (Alkohol-) 
Konzentration proportional und sonst nur von dem Garungsstadium ab- 
hingig, aber nicht von der Hefemenge und der Zeit, die erforderlich ist, 
um das betreffende Garungsstadium zu erreichen'). Die prozentuale Assi- 
milation (da. h. jene Zahl, welche angibt, wieviel Prozent der theore- 
tischen, aus der Garungsformel berechneten Alkoholmenge assimiliert 
worden sind), die in dem Stadium, wo der Zucker eben verschwindet, 


S etwa 25 Proz. (von dem totalen gebildeten Alkohol) betragt, ist fir 


dieses Stadium konstant,-und diese Konstante ist unabhingig von 
der Hefemenge, der Zeit, die erforderlich war, um dieses Stadium zu 
erreichen, sowie von der Zuckerkonzentration (s. Abb. 1). 

2. Wird Sauerstoff extra zugefiihrt und die Garungskohlensaure 
schnell entfernt, so wird sowohl die absolute wie die prozentuale Assi- 
milation bei Zuckerkonzentrationen zwischen 0 und 4 bis 6g pro 
100 cem erheblich gesteigert. Die Assimilation wird dabei vollstandiger, 
je geringer die urspriingliche Zuckerkonzentration war. 

Wenn wir den aus den Alkoholausbeuten berechneten Vergirungs- 
grad des Zuckers in den Proben A und C, Abb. 3, ins Auge fassen, 
so sind die ihn darstellenden Kurven, wenn wir die Alkoholassimilations- 
vorginge mit und ohne Sauerstoffzufuhr kennen, ohne weiteres ver- 
stiindlich und brauchen deshalb keine naheren Erlauterungen. 

Die so ermittelten Vergiirungsgrade sind nur scheinbar. In Wirk- 
lichkeit betragen sie iiberall 100 Proz., aber der gebildete Alkohol 
wird zum Teil assimiliert, wodurch sie scheinbar kleiner werden. Man 
beachte, daB sich in allen Stadien der jeweilige Vergirungsgrad (Ordi- 
naten in Abb. 3) und die prozentuale Assimilation (Ordinaten in Abb. 1) 
jeweilig zum Werte = 100 erginzen. 

Wir wollen jetzt die Kurven iiber die Trockensubstanzzunahme 
und die entsprechenden Tabellenwerte, Tabelle VIII, 4 und 5, behandeln. 
Zunichst wollen wir erértern, wie die Trockensubstanz in solchen Ver- 
suchen, wie die unserigen, bestimmt werden mu, damit auch der 
Assimilation volle Rechnung getragen wird, und ob dabei Verein- 
fachungen erlaubt werden kénnen. 

Bisher hat man die Assimilation der Hefe quantitativ dadurch 
verfolgt, daB man Trockensubstanzbestimmungen vor und nach dem 
Versuch ausgefiihrt hat. Die positive Differenz zwischen den erhaltenen 
Werten hat man als mit den durch die Assimilation entstandenen 
neuen Substanzen identisch angesehen. Dementsprechend wiirden in 





1) Wenn wir also z. B. das AusmaB8 der Assimilation zu dem Zeitpunkte, 
wo der Zucker eben ganz verschwunden ist, feststellen, erscheint dasselbe 
unabhiangig davon, ob die Girung langsam oder schneller verlaufen ist. 
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unseren Versuchen die Differenzen A—E und C—E die Assimilat;oy 
darstellen. Diese Werte repriisentieren aber nicht die wahre Assimilation, 
denn hier ist keine Riicksicht auf die fiir die Lebenstitigkeit der H«fe 
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7 3 4 
g Zucker in 100 com Suspension 


Abb. 4. Die durch Assimilation neugebildeten Kohles 
hydrate (A—B und C—D) in den Proben A und C in 
Prozenten von der urspriinglichen Zuckerkonzentration. 
Die Werte sind der Tabelle VIII, 5 entnommen worden. 
180 Teile Zucker (Cg Hj. Og) geben 162 Teile Assimilations- 


produkte (Cz Hy 0;). i: - 100 = 90Proz. 





2 AE GRE SS RS BE 4 22 
9 Zucker in 100 ccm Suspension 

a= @@ =Aa—B b=x<x<xxX=C-—D 

¢e=O00 =A—E d=DoOo0o=—C—E 
Abb. 5. Die neugebildeten Kohlehydrate = die Trockens 
substanzzunahme in Gramm. Die Werte sind der Tabelle 
VIII, 4 entnommen. Der nihere Verlauf der Kurve a ist 
aus der Kurve A der Abb.4 konstruiert worden. [Wie 
aus der Abb. 5 ersichtlich ist, ist die Assimilation bei 
12g Zucker pro 100 ccm verhiltnismafig starker, als bei 
niederen Konzentrationen (8g). Dies kommt davon, daf 
die Hefekonzentration bei 12g bedeutend gréBer war als 

in den iibrigen Fillen.] 


notwendige Atmung  ¢ge- 
nommen, die’ mit einem 
gewissen Verbrauch an Hefe. 
kohlehydrate —verbunden 
ist. Die Werte A—B und 
C—D geben dagegen ein 
wahres Bild von den Ver- 
hiltnissen. 

1. Wenn wir uns zu- 
nachst dem Falle zuwenden, 
wo Sauerstoff nicht extra 
zugefiihrt worden ist, aber 
wo der Luftsauerstoff Zu- 
tritt gehabt hat, sehen wir 
aus den Kurven b (= C—D) 
und d (= C—E), die den- 
selben Verlauf aufweisen, 
daB wir in diesem Falle dic 
veratmeten Kohlehydrate 
vernachlassigen = kénnen, 
und die durch Assimilation 
neugebildeteneinfach durch 

Trockensubstanzbestim- 
mungen vor und nach dem 
Versuch ermitteln kénnen. 
Der Versuch darf dann aber 
nicht lange iiber den Zeit- 
punkt hinaus, wo der 
Zucker gerade verschwin- 
det, ausgestreckt werden, 
denn sonst tritt eine zu 
starke Veratmung der ge- 
bildeten Kohlehydrate ein. 

2. In dem Falle aber, 
wo extra Sauerstoff zuge- 
fiihrt worden ist und wo 
ein starker HinfluB desselben 


auf die Assimilation bei Zuckerkonzentrationen zwischen 0 und 4 bis 64 
Zucker pro 100 cem konstatiert worden ist (s. Abb. 1 und 2), ist es da- 
gegen notwendig, die veratmeten Kohlehydrate zu beriicksichtigen. Die 
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Kurve a (= A—B) und ec (= A—E) zeigen namlich bei Zucker- 
konzentrationen zwischen 0 und 4 bis 6g Zucker pro 100 ccm einen 
ganz verschiedenen Verlauf, und in diesem Konzentrationsbereich be- 
kommt man durch einfaches Vergleichen zwischen den Trocken- 
substanzmengen vor (A) und nach dem Versuch (E) einen viel zu 
kleinen Wert auf die durch Assimilation neugebildeten Kohlehydrate. 
Es ist deshalb notwendig, durch Blindversuche die durch die Atmung ver- 
schwundenen Kohlehydrate zu ermitteln und in Rechnung zu setzen. 

Bei Konzentrationen tiber 4 bis 6g Zucker pro 100 ccm gilt da- 
gegen, was unter 1. gesagt worden ist. 

Alle derartige quantitativen Angaben tiber die Assimilation, die 


| gleichzeitig das Garungsstadium nicht angeben, sind nicht, besonders 


wenn der Sauerstoff einen reichlichen Zutritt gehabt hat, vergleichbar 
und verlieren deshalb an Wert. Man mu8 wissen, wie weit die Ver- 
girung fortgeschritten ist und ob die Assimilationsprodukte eventuell 
teilweise veratmet worden sind. 

Eine Diskussion der Kurven in der Abb. 4 wiirde dasselbe Er- 
gebnis wie bei der eben behandelten Alkoholassimilation geben, und 
wir verweisen deshalb auf diese. 


Bokorny') hat gefunden, daB die Verwertung des Zuckers zum Aufbau 
von Hefesubstanz am giinstigsten bei 6 Proz. Zucker in der Lésung ist, 
und daB niedrigere Konzentrationen weniger ungiinstig sind als héhere. 
Dieser Forscher verwendete auch die Trockensubstanzzunahme als MaB 
fiir die Assimilation. Er hat bei seinen Versuchen mit keiner Extrazufuhr 
von Sauerstoff gearbeitet, wodurch seine Resultate mit den unsrigen aus 
den Proben.C vergleichbar sind, wenn wir davon absehen, da er eine 
Stickstoffquelle, Harn (liefert bei der Assimilation keine Kohlehydrate), 
verwendete und wir keine. Wir finden keine Bestitigung seiner Befunde; 
die Assimilation scheint proportional mit der Zuckerkonzentration zu ver- 
laufen. Bei der sauerstoffbehandelten Probe A, Abb. 4 und 5, Kurvea, ist die 
Verwertung des Zuckers am besten bei einem Gehalte von 0 bis 2g von 
dieser Substanz pro 100cem. Von 4 bis 6g ab wird sie auch hier der 
Zuckerkonzentration proportional. 

Die Tabelle und die Kurven zeigen weiter, daS in allen Fallen auch 
bei niedriger Zuckerkonzentration eine Trockensubstanzzunahme ein- 
getreten ist. Keine Abnahme kann wahrgenommen werden. Bokorny?) 
hat dagegen gefunden, daB, wenn Zucker die einzige Kohlenstoffquelle 
ist (N- Quelle = Harn) und gréBere Hefemengen gegeben werden (2 g Pref- 
hefe auf 2 g Zucker = 25 ccm Volumen; entsprechend unserem Versuche 4, 
Teil I, wo 9g Hefe und 8g Zucker in 100 ccm vorhanden waren), eine 
Verminderung der Hefetrockensubstanz eintritt (Versuchszeit tiber 5 Tage); 
wenn er dagegen 0,02 bis 0,1 g Hefe auf 2 g Zucker verwendete, bekam er 
eine vielfache Vermehrung. Huler*) fand auch in einer Lésung von 5g 


1) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenz. 1918, 8S. 1183—1184, 
1191— 1192. 

2) Derselbe, diese Zeitschr. 81, 219— 262. 

3) Euler und Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen Garung. 
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Hefe (30 Proz. Trockensubstanz) in 500 cem Glykoselésung nach 32 Stunden 
einen kleineren Trockensubstanzgehalt mit weniger Glykogen als vor dom 
Versuche (vgl. Teil I, 8S. 314). Diese Tatsachen lassen sich dadurch erklirey. 
da8B die Versuchszeit zu lang ausgedehnt wurde, wobei die urspriinglic|ien 
Reservestoffe und die von dem Zucker durch Assimilation gebildeten 2,11 
groBen Teil veratmet wurden, wodurch schlieBlich eine Vermindering 
des Trockensubstanzgewichtes eintrat. 

In dem Versuche 1, Teil I (5 g Zucker in 535 cem, wie bei Euler), wo 
die Versuchszeit zwar nur 17 Stunden betrug, aber wo-trotzdem das Stadium, 
in dem der Zucker gerade verschwindet, langst tiberschritten war, und wo 
also eine starke Verbrennung der assimilierten und urspriinglich vorhandenen 
Reservestoffe eingetreten war, diirfte, wie Durchrechnung der Versuchis- 
resultate ergibt, auch eine merkliche Verminderung der Trockensubstanz 
erfolgt sein. 

Aus den Versuchsdaten ist ersichtlich, daB in Versuch 1 (Teil II) bei 
gleichbleibender Zellenzahl eine Trockensubstanzzunahme von 60 Proz. der 
urspriinglichen Menge eingetreten ist. Die Zellen miissen also infolge der 
Assimilation wahrend des Versuches bedeutend gréBer geworden sein. 
Zikes') hat auch gefunden, daB, je konzentrierter die Wiirze ist (die Zellen- 
vermehrung wird mit der Steigerung der Konzentration immer schwacher), 
desto gréBere und kriaftigere Zellen gebildet werden. Die Glykogenbildung 
ist dabei auch rascher und kriaftiger. Auf die Gestalt und Form der Zelle 
iibt die Konzentration einen kleineren Einflu8 aus. 


c) Uber die Relation zwischen den ,,leicht’ und ,,schwer“ hydrolysierbaren 


Kohlehydraten bei der Assimilation und Dissimilation der Hefe. 


Aus Tabelle VIII, 13., ersehen wir, daB das Verhaltnis zwischen 
den _,,leicht** hydrolysierbaren (oder den ,,schwer* hydrolysierbaren) 
und den gesamten Kohlehydraten unter solchen Umstinden, wo keine 
Veratmung erfolgt (Probe E) oder wenn eine solche stattfindet, wo 
die veratmeten Kohlehydrate ersetzt werden kénnen (A und C), inner- 
halb desselben Versuches, also bei derselben Hefe, konstant ist (Ver- 
such 4, Teil I: A=C = E= 48 bis 49 Proz.; Versuch 1, Teil 11: A=C =F 
= 53 bis 56 Proz.). 

Unabhingig von der Zucker- und Hefekonzentration und von der 
Grépe der Assimilation strebt also die Hefe, in zuckerhaltigen Lésungen 
die durch die Atmung verschwindenden ,,leicht** hydrolysierbaren Kohle- 
hydrate zu ersetzen und die Assimilation iiberhaupt so zu leiten, dap das 
Verhdltnis zwischen diesen Kohlehydraten und den totalen immer ein: 
konstante Grépe ist, welche Grépe in verschiedenen Hefeproben etwas 
schwankt, aber sich in der Nahe von 0,5 (= 50 Proz.) halt. Da die Assi- 
milation nicht nur die verbrauchten Atmungskohlehydrate ersetzt, 
sondern auch viel weiter verlauft, miissen die assimilierten Stoffe 
zum Aufbau von sowohl ,.leicht“ wie ,,schwer‘‘ hydrolysierbaren Kohle- 
hydraten in dem Sinne verwendet werden, daB das obengenannte Ver- 


1) H. Zikes, Zentralbl. f. Bakt. 49, IT. Abt., 8. 174—181, 1919. 
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haltnis innegehalten wird. Da nur die ,,leicht hydrolysierbaren Kohle- 
hydrate veratmet oder vergoren werden, wird das Verhiltnis bei einer 
Selbstgirung oder tiberhaupt unter solchen Umstanden, wo die ver- 
atmeten Kohlehydrate nicht ersetzt werden kénnen, verschoben, 
d. h. verkleinert. Vergleiche die Proben B und D gegeniiber den 
Proben A, C und E. 

Da die ,,schwer hydrolysierbaren Kohlehydrate nicht veratmet 
werden kénnen, miissen wir sie als notwendige Zellbestandteile be- 
trachten. Die Synthese derselben steht in keiner Beziehung zur Ver- 
mehrung der Hefe, denn die Zellenzahl war in unseren Versuchen konstant. 
Dagegen besteht eine strenge Relation zwischen dieser Assimilation und 
der gleichzeitigen Aufspeicherung von Reservestoffen, vor allem von 
Glykogen (vgl. Teil I, S. 314, und Teil II, 8. 348). 

Dies spricht stark gegen die Griissche Glykogengarungstheorie, 
denn die neben der Glykogenspeicherung verlaufende Assimilation 
zu unvergirbaren, ,,schwer‘ hydrolysierbaren Kohlehydraten wiirde 
nie eine so hohe Alkoholausbeute erlauben k6énnen, wie sie tatsiachlich 
gefunden wird. 

Unsere Annahme, daB Alkohol als Vorstufe fiir das Glykogen 
dient, erklart, daB dasselbe aus verschiedenen Zuckerarten (nach Ver- 
girung) gebildet werden kann, und man braucht deshalb bei diesen 
(vergirbaren) Zuckerarten keine isomerisierenden Enzyme, die die 
Hexosen ineinander umwandeln, anzunehmen, um die Glykogen- 
bildung zu erkliren. ; 


d) Uber die energetischen Verhdltnisse bei der Assimilation und Dissimilation 
der Hefe. 

In den Zuckerproben ist immer in der Hefe eine Anreicherung 
an leicht oxydierbaren und verbrennbaren Kohlehydraten konstatiert 
worden. Dies verursacht aber, so lange noch Zucker in der Versuchs- 
fliissigkeit vorhanden ist, keine vermehrte Atmung dieser Hefe gegeniiber 
der Hefe in den Blindproben, denn die Kohlenstoffbilanzen, die sich 
auf das Garungsstadium, wo der Zucker gerade verschwindet, beziehen, 
zeigen, daB die Atmung in den Haupt- und Blindproben dieselbe ist. 
Werden die Versuche aber linger ausgedehnt, tritt in den Hauptproben 
allmahlich eine staérkere Atmung als in den Blindproben ein (Versuch | 
und 2, Teil I). , 

Durch die Assimilation nehmen die Hefezellen in den Zucker- 
proben an GréBe zu (bei konstanter Zellenzahl). Die Zellen dieser 
Proben verbrauchen natiirlich fiir das Erhalten ihres Lebens eine 
gréBere Energiemenge als diejenigen der Blindproben, die keinen 
Zuwachs erfahren. 
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Diesen Mehraufwand an Energie verschaffen sich aber die Zellen 
der Zuckerproben, nach dem, was oben gesagt worden ist, nicht durch 
eine erhéhte Atmung, sondern beziehen sie aus den bei der Gérung 
und der Assimilation des Alkohols entstandenen Energiemengen. 
Diese beiden Energiequellen, die Garung und die Assimilation, scheinen 
gerade den erhéhten Energiebedarf zu decken (weil die Atmung in 
den Haupt- und Blindproben genau dieselbe ist). Wenn die eine von 
diesen Energiequellen, die Giarung, nicht mehr da ist, also nachdem 
der Zucker verschwunden ist, verschafft sich die Hefe einen Ersatz 
dadurch, da8 sie die aufgespeicherten Kohlehydrate teilweise verbrennt. 


e) Relation zwischen der Atmung bzw. der Sauerstoffzufuhr und der Garung, 


In den sauerstoffgeschiittelten Proben verschwand der Zucker 
durch Vergirung mit derselben Geschwindigkeit aus der Versuchs- 
fliissigkeit wie in denjenigen Proben, die in Berithrung mit der Luft 
standen. Die Vergdrungsschnelligkeit erscheint also von der Sauerstoff- 
zufuhr weitgehend unabhingig. Dagegen erscheint, wie aus den Ver- 
suchen hervorgeht, die Atmungstdtigkeit der Hefe (charakterisiert 
durch Trockensubstanzabnahme und Kohlensdureproduktion) in hohem 
Grade von der Sauerstoffzufuhr abhingig. 

Bei konstanter Zellenzahl erscheinen somit Gdr- und Atmungs- 
tatigkeit der Hefe ziemlich. unabhdngig voneinander, was mit den neueren 
Forschungsergebnissen tibereinstimmt. 


Zusammenfassung der Resultate der Teile I und II. 


In den eben beschriebenen Versuchen der Teile I und II ist die 
assimilatorische und dissimilatorische Tatigkeit der PreBhefe gegen- 
iiber Dextrose, Livulose und Galaktose bei Sauerstoffzufuhr und 
ohne diese untersucht worden. Dabei wurde eine Suspension von 
PreBhefe in destilliertem Wasser mit verschiedenen Mengen (bei Dex- 
trose 0,65 bis 12,00 g, bei Lavulose und Galaktose 1,87 g pro 100 ccm 
der Suspension) genannter Monosaccharide behandelt. Die Hefe- 
konzentration war immer 9,35 g (in einem Falle 12,00 g) gewohnlicher 
Handelshefe (mit etwa 25 Proz. Trockensubstanzgehalt) pro 100.ccm 
Versuchssuspension. Der Hefe wurde keine Stickstoffnahrung geboten. 
Von den Suspensionen standen einige an der Luft und die anderen 
wurden mit Sauerstoff geschiittelt; Versuchstemperatur 16 bis 20°C 
(in einem Falle 12°); Versuchsdauer 3 bis 29 Stunden. 

Dextrose und Leivulose verhielten sich gegeniiber der Hefe gleich, 
Galaktose wurde nur sehr wenig angegriffen. 

Das Untenstehende bezieht sich auf Dextrose und Lavulose (aber 
nicht auf Galaktose). ’ 


Verschu 
2. 
schwacl 
3. 
Mengen 
der alk 
sehr we 
4. 

5. 
brennu 
saure 1 
6. 
stoff be 
Assimi 
hydrate 
Wi 
der Zu 
beding 
durch | 
7. 
versch' 
der Ke 
der As 
stoffge 
uberei 
bildetes 
mupte. 
Garun 
demna 
durch 
8. 

von él 
Trotzc 
nie di 
9 

des (i 
oder ° 
werde 
Kohle 
milati 
Abspé 
des e1 
Bio 











len 
r¢ h 
ung 
en. 
len 

in 
on 
em 








Kinflu8 des O auf die assimilat. usw. Tatigkeit der Hefe. II. 365 
1. In allen Fallen bewirkt die Hefe ein schnelles und vollstdindiges 
Verschwinden des Zuckers aus der Versuchsfliissigkeit. 

2. Wegen Mangel an Stickstoffnahrung trat keine (oder nur eine 
schwache, 6proz.) Vermehrung der Zellenzahl der Hefe ein. 

3. In den filtrierten Versuchsfliissigkeiten konnten nur in kleinen 
Mengen die gewéhnlichen aus dem Zucker stammenden Nebenprodukte 
der alkoholischen Garung nachgewiesen werden. Die Hefe gibt nur 
sehr wenig Stoffe an die Lésung ab. 

4. Fett und Acetaldehyd wurden nicht gebildet. 

5. Auch die Sauerstoffbehandlung bewirkt keine direkte Ver- 
brennung des Zuckers und aus demselben gebildeten Alkohols zu Kohlen- 
siure und Wasser. 

6. In allen Fallen, sowohl als die Versuchsfliissigkeit mit Sauer- 
stoff behandelt wurde, wie als sie nur an der Luft stand, wurde eine 
Assimilation eines Teiles des zugesetzten Zuckers zu héheren Kohle- 
hydraten (tiber Alkohol als Zwischenprodukt) durch die Hefe beobachtet. 

Wenn die Versuche in dem Moment abgebrochen wurden, wo 
der Zucker eben verschwunden war, war die durch die Assimilation 
bedingte Trockensubstanzzunahme der Hefe immer gréBer als die 
durch die Veratmung der Reservekohlehydrate verursachte Abnahme. 

7. In allen Versuchen, die in dem Moment, wo der Zucker gerade 
verschwunden war, abgebrochen wurden, ergab es sich, daB die Summe 
der Kohlenstoffgehalte des jeweilig vorhandenen Alkohols und der infolge 
der Assimilation neugebildeten Kohlehydrate durchaus mit dem Kohlen- 
stoffgehalt der theoretischen Alkiholmenge der typischen Giarung derart 
iibereinstimmte, daB eine sekunddre Umwandlung von Teilen des ge- 
bildeten Alkohols in den Assimilationskohlehydraten angenommen werden 
mupte. Die Kohlensdurebildung ist dieselbe, die bei einer typischen 
Girung des verschwundenen Zuckers entstehen wiirde. Zucker wird 
demnach von der Hefe nicht direkt assimiliert, sondern erst, nachdem er 
durch Vergérung in Alkohol umgewandelt worden ist. 

8. Die Garung verlaiuft stets nach der Gdrungsformel (wenn man 
von einer kleinen Bildung der gewéhnlichen Nebcnprodukte absieht). 
Trotzdem findet man, wegen einer Assimilation des gebildeten Alkohols, 
nie die theoretische Menge desselben in der Versuchsfliissigkeit. 

9. Bei der Assimilation wird ein Drittel des totalen Energiegehaltes 
des (iiber Alkohol) assimilierten Zuckers frei, das von der Hefe zum Teil 
oder vollstaindig ausgenutzt werden kann. Die restlichen zwei Drittel 
werden bei der Veratmung der neugebildeten ,,leicht‘‘ hydrolysierbaren 
Kohlehydrate der Hefe zum Teil zur Verfiigung gestcllt. Die Assi- 
milationsprodukte enthalten wegen der bei der Giarung stattfindenden 
Abspaltung von Kohlensiure nur zwei Drittel des Kohlenstoffgehaltes 
des entsprechenden Zuckers. Die Assimilation, die mit einer Oxydation 
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und einer Energiebildung verbunden ist, erscheint als eine Atmunys- 
( Verbrennungs-)Stufe, und die Gdrung als eine Vorstufe der Atmung, 
weil sie die nichsten Bausteine der Atmungskohlehydrate liefert, 
Um diese Kohlehydrate zu bilden, ist die Zelle, wenn Zucker die einzige 
Kohlenstoffquelle ist, auf die alkoholische Garung angewiesen, und 
dieselbe ist unter diesen Umstiinden ein notwendiger Lebensvorgang. 

10. Die Assimilationsprodukte bestanden nur aus Kohlehydraten. 
Dieselben sind teils von ,,leicht‘*, teils von schwer hydrolysierbarem 
Charakter. Unabhangig von der Zucker- und Hefekonzentration, strebt 
die Hefe in zuckerhaltigen Lésungen die Assimilation des gebildeten 
Alkohols so zu leiten, daB das Verhédiltnis zwischen den ,,leicht‘!) bzw. 
,schwer** hydrolysierbaren Kohlehydraten und den gesamten Kohle- 
hydraten der Hefe immer eine konstante GréBe ist, welche GréBe in 
verschiedenen Hefeproben etwas schwankt, aber sich in der Nihe von 
0,5 (50 Proz.) halt. 

11. Nur die ,,leicht“* hydrolysierbaren Kohlehydrate, die haupt- 
sichlich aus Glykogen bestehen, kénnen vergoren oder veratmet werden. 
was durch einen Sauerstoffstrom stark beférdert wird. Bei der Selbst- 
girung oder bei einer Atmung unter solchen Verhiltnissen, wo die 
veratmeten Kohlehydrate nicht ersetzt werden kénnen, wird das 
in 10. erwihnte Verhiltnis verschoben. Wird -Kohlenstoffnahrung 
zugefiihrt, bemiiht sich die Hefe, das urspriingliche Verhiltnis wieder 
herzustellen. 

12. Die ,,schwer** hydrolysierbaren Kohlehydrate werden nicht 
veratmet bzw. vergoren und sind deshalb notwendige Zellbestandteile. 
Die Synthese derselben steht in keiner Beziehung zur Vermehrung 
der Hefe. Dagegen besteht eine strenge Relation zwischen dieser Assi- 
milation und der gleichzeitigen Aufspeicherung von Reservestoffen, 
vor allem in Form von Glykogen. 

Die ,,schwer hydrolysierbaren Kohlehydrate bestehen teils aus 
solchen, die von 3proz. HCl léslich gemacht werden, aber dabei keine 
reduzierenden Verbindungen bilden, und teils aus von dieser Saure nich/ 
angreifbaren Kohlehydraten. Die ersteren erfahren bei der Assimilation 
des Alkohols eine viel starkere Zunahme als die letzteren. 

13. Die Assimilation des gebildeten Alkohols ist von der Schnellig- 
keit der Vergdrung unabhingig. Die Zeiten, die erforderlich sind, um 


1) Mit ,,leicht’’ hydrolysierbaren Kohlehydraten werden solche ver- 
standen, die von 3proz. HCl hydrolysiert werden und dabei Spaltprodukte 
geben, die eine alkalische Kupferlésung reduzieren; mit ,,schwer‘’ hydro- 
lysierbaren die iibrigen, welche zum Teil von 3proz. HCl in Lésung gebracht 
werden, aber dabei keine reduzierenden Verbindungen geben. (Die Summe 
der ,,leicht‘‘ hydrolysierbaren + ,,schwer‘‘ hydrolysierbaren Kohlehydrate 
= Gesamtkohlehydrate. ) 
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ein gewisses Girungsstadium zu erreichen, kénnen je nach der Gir- 
kraft der Hefe stark wechseln, aber die Assimilation ist unter sonst 
gicichen Umstinden |von diesen Zeiten unabhiingig, aber durch das 
betreffende Garungsstadium vollstindig festgelegt. 

a) Wenn geniigend Hefe zur Verfiigung steht und die Versuchs- 
flissigkeiten der Luft ausgesetzt sind, ist die absolute Assimilation 
(d. h. die Gewichtsmenge assimilierten Alkohols = theoretische Menge 
minus wirklich gefundener Menge) der Zucker- (Alkohol-) Konzen- 
tration proportional und sonst nur von dem Giarungsstadium abhingig, 
aber nicht von der Hefemenge und der Zeit, die erforderlich ist, um 
das betreffende Girungsstadium zu erreichen. Die prozentuale Assi- 
milation (d. h. jene Zahl, welche angibt, wieviel Prozent der theore- 
tischen, aus der Girungsformel berechneten Alkoholmenge assimiliert 
worden sind), die in dem Stadium, wo der Zucker eben verschwindet; 
etwa 25 Proz. (von dem totalen gebildeten Alkohol) betragt, ist un- 
abhiingig von der Hefemenge, der Zeit, die erforderlich war, um dieses 
Stadium zu erreichen, sowie von der Zuckerkonzentration (s. Abb. 1, 
Teil II). 

b) Wird Sauerstoff extra zugefiihrt und die Garungskohlensiure 
schnell entfernt, so wird sowohl die absolute wie die prozentuale Assi- 
milation bei Zuckerkonzentrationen zwischen 0 und 4 bis 6 g pro 100 cem 
erheblich gesteigert. Die Assimilation wird dabei vollstindiger, je 
geringer die urspriingliche Zuckerkonzentration war (s. Abb. 1 und 2, 
Teil If). | 

Wird in dem genannten Konzentrationsbereich bei intensiver 
Sauerstoffbehandlung die Versuchszeit geniigend lange ausgedehnt, und 
steht dabei geniigend Hefe zur Verfiigung, so wird der gebildete Alkohol 
schlieBlich vollstindig assimiiiert. Bei der gleichzeitigen Atmung der 
Hefe werden dann die gebildeten ,,leicht’* hydrolysierbaren Kohle- 
hydrate zu Kohlensiure und Wasser verbrannt (schlieBlich vollstandig), 
wodurch die Kohlensiureproduktion weit tiber den Wert der theore- 
tischen Garungsformel steigt. 

14. Der Vergirungsgrad des Zuckers ist in Wirklichkeit immer 
fast 100 Proz. Wenn man ihn aber aus den erhaltenen Alkoholmengen 
durch Division mit der theoretischen Alkoholmenge berechnet, wird 
er bedeutend kleiner und wechselt verkehrt mit der prozentualen 
Assimilation des gebildeten Alkohols nach 13., weil eben die urspriinglich 
gebildete Alkoholmenge infolge Assimilation teilweise verschwindet 
(Abb. 1 und 3, Teil I). 

15. Die infolge der Assimilation neugebildeten Kohlehydrate 
verursachen bei gleichbleibender Zellenzahl eine Vermehrung der Trocken- 
subsianz der Hefe, die in dem Stadium, wo der Zucker gerade ver- 
schwindet, iiber 60 Proz. der urspriinglichen Hefemenge betragen kann. 


24* 
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16. Der Umstand, da Alkohol als Vorstufe fiir die Glykogen. 
bildung dient, erklart, da& Glykogen aus verschiedenen Zuckerart«n 
(nach Vergirung) gebildet werden kann. 

17. Die erhaltenen Resultate, betreffend den Vorgang bei der 
Glykogenbildung (vgl. 7.), stehen in Widerspruch zu der Griissschen 
Glykogengdrungstheorie. Die Vorstellung, daB der der Hefezelle zu. 
gesetzte Zucker nicht direkt, sondern erst nach auf dem Umwege des 
Alkohols vollzogener Assimilation zu Glykogen verbrannt werden kann. 
bildet eine Analogie zu der Ansicht von Laquer!), derzufolge Trauben- 
zucker im Muskel nicht direkt, sondern erst nach Umwandlung in eine 
leicht oxydierbare Form verwertet werden kann. 

18. Da das Garungs- oder Selbstgirungsstadium bei der Assimi- 
lation eine groBe Rolle spielt (vgl. 13.), ist es von Wichtigkeit, dai 
dasselbe bei quantitativen Versuchen, vor allem, wenn Sauerstoff 
reichlich Zutritt gehabt hat, angegeben wird. Bei quantitativen Ver- 
gleichen zwischen verschiedenen Assimilationsversuchen ist es von 
Bedeutung, zu wissen, wieweit die Vergirung fortgeschritten ist bzw. 
ob die veratmungsfahigen Assimilationsprodukte teilweise oder ganz 
veratmet worden sind. 


19. Was die Bestimmung der Menge der infolge der Assimilation 
neugebildeten Substanzen betrifft, so kann man in vielen Fallen, wenn 


Sauerstoff nicht extra zugefiihrt wird, und wenn die Versuche nicht 
lange tiber den Zeitpunkt hinaus, wo der Zucker aus der Suspension 
eben verschwindet, auf Trockensubstanzbestimmungen der Hefe vor 
und nach den Versuchen zu der Menge der neugebildeten Assimilations- 
produkte schlieBen. 

Werden dagegen die Versuche lange iiber den Zeitpunkt hinaus, 
wo der Zucker verschwindet, ausgestreckt, oder werden sie mit Sauer- 
stoff in Konzentrationsbereichen zwischen 0 und 4 bis 6g Zucker 
pro 100ccm intensiv behandelt, so mu8 man durch Blindversuche 
die bei der Lebenstatigkeit der Hefe veratmeten Kohlenhydrate ermitteln 
und in Rechnung setzen. 

20. Die Hiweifsubstanzen sind durch die verschiedenen Behand- 
lungsweisen der Hefe wenig beeinfluBt worden. 

21. Solange noch Zucker in der Versuchsfliissigkeit vorhanden ist, 
verursachen die waihrend des Versuches in der Hefe aufgespeicherten, 
leicht verbrennbaren Reservestoffe (Glykogen) keine vermehrte Atmung 
gegeniiber Parallelproben mit Hefe ohne Zuckerzusatz. Nachdem der 
Zucker verschwunden ist, wird aber die Atmung der erstgenannten 
Hefe allmahlich stirker als die der letztgenannten. 


1) Laquer, Abbau der Kohlehydrate in quergestreiften Muskeln. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 26, 1922. 
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Wenn Zucker zugesetzt wird, nehmen die Zellen infolge der Assi- 
milation an GréBe zu (bei konstanter Zellenzahl) und verbrauchen 
dann fiir das Erhalten des Lebens eine gréBere Energiemenge als solche 
Zellen, denen kein Zucker zugesetzt wird und welche also keinen Zu- 
wachs erfahren. Diesen Mehrbedarf an Energie deckt die zucker- 
behandelte Hefe nicht durch eine erhéhte Atmung, sondern durch die 
bei der Gdrung und der Assimilation des Alkohols entstandenen Energie- 
mengen. Diese beiden Energiequellen, die Garung und die Assimi- 
lation, scheinen gerade den erhéhten Energiebedarf zu decken. Wenn 
die eine von diesen Energiequellen, die Giarung, nicht mehr da ist, 
also nachdem der Zucker verschwunden ist, verschafft sich die Hefe 
einen Ersatz dadurch, daB sie die aufgespeicherten Kohlehydrate 
teilweise verbrennt. 

22. Bei konstanter Zellenzahl der Hefe besteht kein Zusammenhang 
einerseits zwischen der Atmung und der Gdrung der Hefe und anderer- 
seits zwischen der Sauerstoffzufuhr und der Garung. 

Diese sowie die vorausgegangene Arbeit (I. und II. Teil) ist als 
Dissertation zur Erlangung eines Doktorates der technischen Wissen- 
schaften an der Technischen Hochschule in Wien eingereicht worden. 

















Uber den Fettgehalt des Blutes bei der Avitaminose. 


Von 
J. A. Collazo (Montevideo) und Gomez Bosch (Barcelona). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Institwts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn die Definition der Avitaminose als eines Zustandes herab- 
gesetzter Assimilation oder gesteigerter Dissimilation, wie A. Bickel (|) 
in seiner Arbeit ,,Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu8 der 
Vitamine auf Verdauung und Stoffwechsel und die Theorie der Vitamin- 
funktion*‘ diese Krankheit charakterisiert hat, zutreffend ist, dann mu} 
sich diese Stérung in der Verwertung bzw. im Umsatz der verschiedenen 
organischen und anorganischen Nahrungsbestandteile von seiten des 
Korpers zeigen. Nachdem in einer Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen 
Laboratorium diese Stérungen am EiweiB [7'’suji (2)], an den Kohle- 
hydraten [Collazo (3)] und an anorganischen Salzen [Miyadera (4). 
Morinaka (5), Yoshiue (6), Haramaki (7)] untersucht worden waren. 
wendeten wir unsere Aufmerksamkeit dem Fettstoffwechsel bei dieser 
Krankheit zu. In Arbeiten von Asada (8) und Naito (15) wurde im 
hiesigen Laboratorium der Einflu8 der avitaminésen Stoffwechsel- 
stérung auf den Fettgehalt und den Fettansatz (Neutralfett, Cholesterin 
und Lipoide) der Tierkérper und einzelner Organe untersucht. Meine 
Aufgabe war, den Gehalt des Blutes an Neutralfett, Cholesterin und 
Lipoiden bei der Avitaminose zu erforschen. 

An einigen Reistauben hatte bereits Ogata und Ciaccio eine 
Hyperlipimie festgestellt, die recht betrichtliche Werte haben konnte. 

Der Fettgehalt des Blutes, aus verschiedenen Komponenten 
zusammengesetzt, kann sich aus verschiedenen Quellen rekrutieren. 
Erstlich kommen hier das Nahrungsfett bzw. die Fettquellen (Kohle- 
hydrate) in der Nahrung in Frage; zweitens mu8 man an eine Mobili- 
sation im Kérper vorhandener Fettdepots, soweit sie Nahrungsreserven 
darstellen, denken; drittens kann bei dem degenerativen Zerfall der 
K6rperzellen im Verlaufe der Krankheit eine Dissoziation des Proto- 
plasmas unter tropfiger Ausfallung von fettigen Substanzen statt- 
finden, und dieses Fett kann ebenfalls vom Blute aufgenommen werden. 

Diese dritte Quelle des Fettes wird aber wohl immer erst in einem 
fortgeschrittenen Stadium der Krankheit zu flieBen beginnen. So 
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bleiben im Beginn der Avitaminose vor allem die beiden ersten Quellen 
fir das Blutfett ibrig, namlich das resorbierte Fett und die resorbierten 
Fettquellen aus der Nahrung und das mobilisierte Fett aus den Nahrungs- 
fettreservedepots des Korpers. 

Das Nahrungsfett wird nach dem T'sujischen Versuche bei der 
Avitaminose offenbar so gut wie vollstandig resorbiert, ebenso die 
Kohlehydrate, die die vornehmlichsten Fettquellen aus der Nahrung 
sind. Bei dem Nahrungsfett liegen die Verhaltnisse einfach. Hier 
kann bei der Avitaminose entweder das Fett nicht geniigend rasch 
von den Kérperzellen aufgenommen werden, oder es kann nach der 
Aufnahme nicht in Fettdepots abgelagert bzw. dort festgehalten werden, 
oder es kann zu rasch verbrannt werden. Wenn eine Stérung in der. 
Fettaufnahme durch die Kérperzellen vorliegt, dann muB8 sich bei 
der Avitaminose das in einer alimentdren Lipdmie (Petrolatherextrakt) 
zeigen. 

Das ist der Fall nach unseren Versuchen. Der Blutfettgehalt 
eines mit avitaminéser Nahrung gleichmiaBig gefiitterten Tieres, immer 
12 Stunden nach der letzten Fiitterung bestimmt, also im niichternen 
Zustande des Tieres untersucht, zeigt nun einen sehr charakteristischen 
Verlauf, der eine groBe Ahnlichkeit hat mit dem Verlauf der Blut- 
reduktionskurve unter den gleichen Bedingungen. In dem Anfangs- 
stadium der Avitaminose, in dem meist eine betriichtliche Senkung des 
Kérpergewichtes noch nicht stattfindet, ja manchmal sogar noch Korper- 
gewichtszunahmen notiert werden, sinkt der normale Blutfettgehalt genau 
wie der Blutzucker (Collazo). Vielleicht haben wir es bei diesem Phi- 
nomen mit einer Kompensationserscheinung zu tun, indem ein gesteigertes 
Nahrungsbediirfnis der Zelle infolge einer Dissimilationserhéhung sich 
einstellt. Die Aufnahmefiahigkeit der Zellen fiir die Nahrungsstoffe 
braucht in diesem Friihstadium ja noch nicht gestért zu sein. An 
dieses Stadium der Senkung des Blutfettgehaltes schlieBt sich dann 
das Stadium der Hyperlipimie an. Die Niichternwerte fiir Blutfett 
steigen stark an, erreichen einige Wochen — in meinen Versuchen 
2 bis 4 Wochen — vor dem Tode einen Héhepunkt und fallen dann wieder 
rapide ab, ohne aber bei Todeseintritt den Normalwert erreicht zu haben 
(Abb. 1). In dem hyperlipimischen Stadium mit aufsteigendem 
Kurvenschenkel, in dem wir auch unsere Versuche iiber die alimentire 
Hyperlipamie anstellten, mu8 wohl das Nahrungsfett verzdgert von den 
Zellen aufgenommen werden. Dazu wird sich die verstarkte Einschmelzung 
der Fettdepots gesellen; denn in dieser Zeit nimmt ja auch das Korper- 
gewicht der Tiere schnell ab. Dann kommt aber eine Zeit, in der die 
Depots sich allmahlich erschépfen, dann erhdlt das Blut nur noch Fett 
aus der Nahrung, zu dem sich vielleicht noch Fett aus in dieser Zeit in 
verstirktem Mape degenerierenden und zerfallenden Kérperzellen zugesellt. 
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Der Fettgehalt des Blutes muB mit der Erschépfung der Fettdepots 
allmahlich sinken, aber er wird wegen der verzégerten Aufnahme durch 
die Kérperzellen und des aus dem Zellzerfall stammenden Fettes doch 
iibernormale Werte aufweisen. So erklirt sich der absteigende Schenke! 
der lipamischen Kurve und die maBige Hyperlipamie bei Todeseintritt. 

Wenn diese Erklirung richtig ist, dann mu8B der Totalfettgehalt des 
Korpers trotz der vorhandenen H yperlipimie natiirlich stark subnormal 
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Wochen 
d. avit. Fiitlerung 
Diese Abb. 1 ist gewonnen aus den Beobachtungen am avitaminésen Hund 
Nr. 1. (Siehe Versuchsprotokolle.) Die Abbildung zeigt die Verainderungen 
des Blutfettgehaltes Proz.sGehalt des Fettes auf das frische Blut berechnet) 
wabrend des Verlaufs der ganzen Krankheit bis zum Tode des Tieres an. 
In den vier ersten Wochen der Avitaminose besteht eine leichte Hypolis 
pamie. Dann folgt bis zur 12. Woche eine immer fortschreitend sich 
verstarkende Hyperlipamie. Darauf sinkt der Blutfettgehalt kontinuier- 
lich bis zum Tode des Tieres, ohne aber den Normalwert am Todestage 
wieder erreicht zu haben. Wie aus den Versuchsprotokollen ersichtlich 
ist, zeigen die M hweinchen dasselbe Verhbalten hinsichtlich des Blut- 
fettgehaltes im Verlauf der Avitaminose. 





sein. Das zeigen auch in evidenter Weise die Versuche Asadas aus 
dem hiesigen Laboratorium (1. c.). Nun wurden bei diesen ganzen Aus- 
fiihrungen die Kohlehydrate der Nahrung als Fettquellen unberiicksichtigt 
gelassen. Aus den Asadaschen Versuchen ergibt sich, daB entweder 
im avitaminésen Kérper die Fettbildung aus Kohlehydrat herabgesetzt 
ist, oder daB das aus Kohlehydrat gebildete Fett sofort wieder zerstért 
wird, dap es jedenfalls zu einer Fettanreicherung des gesamten Kérpers 
bet Kohlehydratfiitterung nicht kommt. Ob nun die Kohlehydrate als 
Fettquellen einen EinfluB auf den Blutfettgehalt haben, 148t sich 
dabei nicht mit Sicherheit entscheiden. Wenn Fett aus Kohlehydrat 
noch in den spiteren Stadien der Avitaminose gebildet wiirde, so 
kénnte auch dadurch natiirlich der Blutfettgehalt vermehrt werden. 

Wir haben nun gleichzeitig bei diesen Versuchen mit der Bestimmung 
des Petroldtherextraktes auch einige Komponenten desselben isoliert 
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‘pots bestimmt, nimlich Neutralfett und Cholesterin. Ferner haben wir den 
urch Alkoholextrakt des Blutes, Cholesterinester und Phosphatide unter- 
Loch sucht. Alle diese Kurven verlaufen im groBen und ganzen parallel 






mit den Kurven fiir den Petroldtherextrakt; das gilt auch fiir unsere 
Versuche iiber die alimentdre H yperlipdmie, in denen wir den niichternen 
Tieren unter anderem 60g Schweineschmalz, also ein Fett gaben, das 
praktisch kaum Cholesterin und Phosphatide enthilt. 

Wir haben ferner bei den Versuchen auch noch den Alkohol- 
extrakt in seine Komponenten, in die Cholesterinester- und in die 
Phosphatidfraktion zerlegt. Dabei fand sich nun, daf die Cholesterin- 
esterkurve mit den anderen Kurven parallel geht, daB aber die Phos- 
phatidkurve keine Veranderung zeigt oder gelegentlich eher zu einem 
umgekehrten Verlauf zu neigen scheint. 
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Zu dem Cholesterinstoffwechsel bei Avitaminose ist zu sagen, daB 
Lawaczek (10) und Hotta (10a) nicht nur den Cholesteringehalt des Blutes, 
sondern auch den der Skelettmuskulatur bei Reistauben vermehrt fanden. 
Wir halten es aber durchaus fiir méglich, daB die Cholesterinvermehrung Z 
im Muskel durch das in den Muskel eingeschlossene cholesterinreiche 
Blut zustande kommt. Denn an sich verarmt bei der Avitaminose der 
Gesamtkérper an Cholesterin und Fett, wie Asada (8) nachwies, und es 
sah auch Stepp (11) in der Galle eines avitaminésen Hundes das Cholesterin 
abnehmen. Jwa-Buchi (12) fand eine Lipoidverarmung in der Mitte der i 
Nebennierenrinde, 
Eine Deutung der Beobachtungen iiber das Verhalten des Chol- 
esterins bei der Avitaminose zu geben, ist zurzeit kaum méglich, da 
wir*zu wenig tiber den Cholesterinstoffwechsel in der Norm orientiert 
sind. Es zeigt sich eben auch hier, daB die Cholesterinverdinderungen 
mit den Fettverdnderungen parallel gehen. 
Hinsichtlich der Phosphatide ist folgendes zu sagen, da nach 
unseren Versuchen in den spiateren Stadien der Avitaminose der Phos- rt 
phatidgehalt des Blutes manchmal eine Neigung zur Verminderung : 
aufweist, aber er kann auch normal bleiben. Uber den Phosphatid- 
gehalt des avitaminésen Kérpers wissen wir aus einer Arbeit von 
Ciaccio (13), daB bei beriberikranken Tauben derselbe in der Muskulatur 
ebenfalls gelegentlich vermindert sein kann. Andererseits fand Mort- 
nacka (14) im hiesigen Laboratorium, da® nach Fiitterung mit Lecithin 
oder anorganischem Phosphor der Gesamtphosphorgehalt der Asche 
in der Leber avitaminéser Tiere normal bleiben kann. Naito (15) fand 
dagegen, auf die frische Substanz berechnet, in unserem Laboratorium 
bei der Avitaminose den Kephalin- und Lecithingehalt des Gehirns 
zwar normal, aber den Lecithingehalt der Leber trotz forcierter Lecithin- 
fiitterung geringer im Vergleich zu entsprechend erndhrten Kontrolltieren, 
deren Nahrung vitaminreich war und bei denen wahrscheinlich eine 
Anreicherung der Leber mit Lecithin stattgefunden hatte. 
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Aus alledem geht somit hervor, da8 der Phosphorstoffwechse| 
bei der Avitaminose noch ungeklart ist. 


Zum SchluB weise ich noch darauf hin, daB alle unsere Analysen. 
zahlen auf das frische Blut und nicht auf die Bluttrockensubstan; 
berechnet sind. Bei den groBen Differenzen und Ausschligen, die be; 
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Diese Abb. 2 ist von dem avitaminésen Hunde Nr. 1 gewonnen, von dem 
auch die Abb. 1 stammt. Wahrend die Abb.1 den Blutfettgehalt (Petrol: 
atherextrakt) des niichternen Tieres jeweils 12 Stunden nach der letzten 
Fiitterung mit der gemischten avitaminésen Nahrung angibt, zeigt die 
Abb. 2 in einstiindlichen Intervallen den Blutfettgehalt nach der Gabe 
von 60g Schweineschmalz per os an. 12 Stunden vor der Schmalzgabe 
hatte das Tier die letzte Fiitterung mit der avitaminésen, gemischten Nahrung 
erhalten. Eine Stunde vor der Schmalzgabe war beim niichternen Tiere 
der Blutfettgehalt bestimmt worden. Die Versuche wurden immer in der 
gleichen Weise in verschiedenen Stadien der Avitaminose gemacht. Ein- 
mal wurde auch ein solcher Versuch zur Kontrolle in der Zeit gemacht, 
als das Tier noch vitaminhaltiges Futter bekam, Aus einem Vergleich 
der Einzelkurven dieser Abb. 2 geht hervor, daB mit der fortschreitenden 
Avitaminose das Maximum der Blutfettvermehrung nach einmaliger Fett- 
fiitterung mehr und mehr verspitet auftritt (verzdgerte Resorption) und 
da} es linger dauert, bis der Anfangswert wieder erreicht ist. 
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unseren Analysen zutage treten, ist es wohl unwahrscheinlich, daB sich 
die Ergebnisse bei der Berechnung auf die Bluttrockensubstanz wesent- 
lich aindern wiirden, da im Verlaufe der Avitaminose nach Palmer und 
Hoffmann (17), wie Alpern (18) das Blut um etwa 4 Proz. wasserreicher 
wird, ich aber immer eine starke Erhéhung des Fettgehaltes usw. fand. 
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1. Im Verlaufe der Avitaminose stellt sich eine Vermehrung des 
gesamten Blutfettgehaltes ein, die gegen Ende der Krankheit wieder ab- 
nimmt, ohne dap der normale Blutfettwert erreicht wird (Abb. 1). 

2. Nach einer einmaligen gréBeren Fettzufuhr per os bleibt der Blutfett- 
gehalt bedeutend liingere Zeit bei der Avitaminose iiber den Niichternwert 
erhéht als im Normalzustande unter entsprechenden Bedingungen (Abb. 2). 

3. Mit den Totalfettwerten des Blutes gehen parallel die Werte fiir 
den Cholesteringehalt. 

4. Der Phosphatidgehalt des Blutes ist bei der Avitaminose zundchst 
normal, in den spiiteren Stadien der Krankheit aber kann er manchmal 
etwas vermindert sein. 

Versuchsanordnung. 
Unsere avitaminésen Hunde wurden mit einem an allen vitamin- 
faktorenfreien Futter gefiittert: 
50 g gepulvertem vitaminfreien Pferdefleisch. 
50g Reis. 
30 g Schmalz. 
3g Salzgemisch und beliebig Wasser. e 

Die Meerschweinchen erhielten trockenen Hafer + Salzgemisch +- Wasser, 
hatten also ein an allen Vitaminen armes Futter. 

Die Blutentnahme wurde in niichternem Zustande etwa 12 Stunden 
nach der letzten Nahrungsaufnahme gemacht. In der Woche vor den Ver- 
suchen wurde dieselbe Nahrung verabfolgt mit Zugabe von Butter, Citronen- 
saft und Backhefe (Faktoren A, B, C). Das Blutfett wurde nach der Bang- 
schen Mikromethode ermittelt. Wie bei den anderen Mikromethoden, 
mit denen wir schon lange arbeiteten, kann man nur ganz reine, frische 
Lésungen verwenden, die untéreinander kontrolliert werden miissen. 
AuBerdem miissen sie mit fettfreien Extraktionslésungen (d. h. Petroliather 
und Alkohol) mehrmals destilliert werden; ebenso gilt dies, fiir das Wasser. 

Wir haben keine Verdampfung des Athers oder Alkohols durch 
Destillation vorgenommen, sondern durch Wasser- oder Sandbad ihn in 
der Luft sich verfliichtigen lassen. So konnten wir mehrere Bestimmungen 
gleichzeitig vornehmen. Das Blut wurde immer der Ohrvene entnommen. 
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Versuchsprotokolle. 





Dauer der avitaminésen 
Fiitterung in Wochen, in 
denen an 2 bis 4 vers 
schiedenen Tagen die in 
den dazugehGrigen seit 
lichen Rubriken befind: 
lichen Analysen ausge- 
fiihrt wurden. 
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Dauer der avitamindsen 
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0,094 | 


0,091 
0,090 
0,112 
0,114 
0,063 
0,022 
0,087 
0,136 


0.061 | 


0,016 
0,073 


0,069 | 


0,051 
0,019 


0,051 | 


0,063 
0,082 
0,067 
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9,300 


9,000 
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10,000 
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9,000 
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7,000 
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Dauer der avitaminésen —— 


Fiitterung in Wochen, in 
denen an 2 bis 4 vers 
schiedenen Tagen die in 
den dazugehOrigen seit- 
lichen Rubriken befinds 
lichen Analysen ausges 
fiihrt wurden. 


Hunger-Hund Nr. 


Woche vor dem 


Hungerzustande 
1. Woche 
2. ” des 
Hunger: 
3. 2 zustandes 
4. 





Woche vor Beginn 
der avitaminésen 
Fiitterung .. . 


1. Woche 


2. 
ee 
Woche vor Beginn 


der avitaminésen 
Fiitterung .. . 


1. Woche 
a sins 


Woche vor Beginn 
der avitaminésen 
Fiitterung ... 


2. Woche 
4. 


7, 2. 3 
- 
& se oof 
* 3 ¥o 5 
3§ c4 Size 
= | <:8'a O° 
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an) =% faxe 
P| zo i$g0 
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13 a ee 
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0,396 | 0,403 


0,424 0.418 9820 
2831898) am 
$2 SH on 
0408 0395, 710 
24 08 


Meerschweinchen Nr. 1. 


0,321 0,300 0,621 
0,300 0,263 0,563 
0,401 0,320 0,720 
0,290 0,380 


Meerschweinchen Nr. 2. 


0,350 0,297) 0,647 
0,229 0,200| 0,429 
0,420 0,306 0,726 


Meerschweinchen Nr. 3. 


0,401 0,316 0,717 
0,461 0,320, 0,781 
0,497 0,333 


extrakt 


> 


Cholesterin 


Proz. 


0,286 | 
0,300 | 


0,320 
0,220, 


0,100 | 
0,138 | 


0,216 | 
0,300 | 


0,348 | 
0,486 | 


z 6 
4 5 
bo} 
2 . 
4 os 
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ro 2~ 
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3 y oo 
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ae 
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4 (vorher vitaminreich gefiittert). 


0,110} 0,315 
0,124 | 0,328 


0,092 | 0,330 


0,080 0,333 
0,051 | 0,118 
0,108 | 0,120 
0,103 | 0,216 
0,106 | 0,301 
0,110 | 0,409 
0,107 | 0,500 


0,150 0,179 — 


0,670 0,120 0170 — 


0,250/ 0,156 — 
0,300 0,163 — 
0,830 0,286| 0.219 — 
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Uber das Hormon (Geschlechtsstoff) der Placenta und des 
Corpus luteum, sowie die Lipoide des Corpus luteum. 


Von 
Sigmund Friinkel und Maria Fonda. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 30. Januar 1923.) 


} In einer Arbeit aus diesem Laboratorium hat EH. Herrmann’) 
zeigen kénnen, da aus der Placenta nach ihrer Entblutung eine lipoide, 
stickstoff- und phosphorfreie Substanz gewinnbar ist, welche im Tier- 
versuch einen michtigen entwicklungsférdernden Einflu8 auf das 
gesamte Genitale des weiblichen Tieres, und zwar auf die Vulva, Vagina, 
Uterus, Tuben und Ovarien, ebenso aber eine groBe Entwicklungs- 
forderung auf die Brustdriisenapparate beider Geschlechter hat. Diese 
Substanz bewirkt, daB sich jugendliche unentwickelte Kaninchen im 
Verlauf weniger Tage zur Vollreife entwickeln und sorgt fiir die ana- 
tomische Integritét des Genitalapparates und der Brustdriisen, sowie 
fir deren physiologische Entwicklung: Brunst und Graviditaét. Sie 
hat weiterhin einen michtigen Einflu8 auf die Ausgestaltung spezi- 
fischer Geschlechtscharaktere; sie ist als Reizstoff, und zwar als das 
Hormon, welches von der Placenta bzw. vom Ovar als Inkret sezer- 
niert wird, anzusehen. 

Das Verfahren von S. Frankel und FE. Herrmann, wie es in der 
genannten Arbeit und in den beiden Patentschriften von S. Frankel 
und #. Herrmann?) beschrieben ist, beruht darauf, daB man Placenta 
baw. Ovar mit der Fleischmaschine zerkleinert, hierauf im Vakuum 
bei 37° trocknet und die so gewonnene Masse auf einer Seckmiihle 
fein zermahlt und dann im Soxhletapparat mit Ather erschépfend 
extrahiert. Die atherische Lésung wird abdestilliert und der Riickstand 
mit der mehrfachen Menge Aceton gut durchgerieben. Durch er- 
schépfende Behandlung mit Aceton kann man alle wirksame Substanz 
in Lésung bekommen; man engt die acetonige Lésung ein und kihlt 


1) Monatsschr. f. Geburtsh. u. Gynakol. 41, 1, 1915. 
2) D. R. P. Kil. 12,, Nr. 309482 vom 14. Juli 1914 und Nr. 309606 
vom 31. Januar 1914. 
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380 S. Frankel u. M. Fonda: 


sie stark ab. Es kristallisiert in gréBerer Menge Cholesterin, vermischt 
mit Cholesterinestern, aus. Die Mutterlauge wird eingeengt, mit 96 proz. 
Alkohol aufgenommen und die alkoholische Lésung stark gekiililt, 
wobei wieder Cholesterin auskristallisiert. Man filtriert die Kristalle 
ab, engt die Mutterlauge neuerlich ein, nimmt mit Methylalkohol auf, 
kiihlt, wobei sich in éliger Form Neutralfett abscheidet. Die vom 
Ol befreite methylalkoholische Mutterlauge engt man ein, holt sie mit 
kaltem, absolutem Alkohol aus und trennt sie von dem unloéslichen 
Sirup ab. Die alkoholische Lésung wird abdestilliert, der Riickstand 
von ausgeschiedenen kristallisierten Substanzen befreit, im Vakuum 
konzentriert und das Ol der Destillation im absoluten Vakuum unter. 
worfen. 

Bei dieser Destillation im Vakuum erhielt Z. Herrmann drei Frak. 
tionen: einen Vorlauf, der bei 177° Innentemperatur iiberging, sofort 
auskristallisierte und nach dem Umkristallisieren bei 77° schmolz und 
sich als Cholesterylpalmitat erwies; einen Mittellauf bei 193° Innen- 
temperatur und 240° Badtemperatur (unkorrigiert), bei einem Druck 
von 0,06mm Hg. Dieser dickfliissige Mittellauf gab, mit 95proz. Alkohol 
aufgenommen, eine Cholesterinausscheidung. Die eingeengte Mutter- 
lauge wird nun refraktioniert. Die so erhaltene Substanz war ein 
dickfliissiges Ol und gab die charakteristischen Reaktionen des Cho- 
lesterins, ohne da aus dieser Substanz Cholesterin darstellbar wire. 
Die Substanz braunt sich bei lingerem Stehen an der Luft. Ihre 
Elementaranalysen ergaben: 


Co ere ere ee eg 
BA? eer" ce aS eee 


Herrmann ist aber zur Aufstellung einer Formel und zur Dar- 
stellung von Derivaten nicht gelangt. 

Wir haben die von Herrmann aus Placenta dargestellte Substanz, 
sowie den Chloroformextrakt aus Corpus luteum gleichzeitig unter- 
sucht. In der Voraussetzung, daB der Chloroformextrakt des Corpus 
luteum ebenso ein Gemenge von Lipoiden ist wie der aus den anderen 
Organen mit organischen Lésungsmitteln gewonnene Extrakt, haben 
wir es nun unternommen, vorerst nach der im hiesigen Laboratorium 
ausgearbeiteten Methode, die einzelnen Gruppen der Lipoide zu isolieren. 

Wir haben, um die Frage nach dem Hormon der Placenta und des 
Corpus luteum zu lésen, sowohl aus Placenta als auch aus Corpus 
luteum auf diese Weise einen Stoff gewonnen, dessen Eigenschaften 
mit den von E. Herrmann beschriebenen identisch sind und der nun 
so rein dargestellt wurde, ebenso seine Derivate, daB es méglich war, 
eine Bruttoformel aufzustellen, das Molekulargewicht zu bestimmen 
und die Anzahl und die Rolle der Sauerstoffatome aufzukliren, sowie 
den ungesittigten Charakter der Substanz festzustellen. 
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Die Methode der Gewinnung des Lipoidextraktes war identisch 


} mit der in der Z. Herrmannschen Arbeit beschriebenen. Das Lipoid- 
gemenge aus dem Corpus luteum, eine dunkelbraune, zahfliissige Substanz, 


wurde mehrmals mit Ather aufgenommen und vom Riickstand (weiBe 
Materie) zentrifugiert. Der Atherextrakt, welcher beim Stehen eine 
lichtgelbe Substanz ausschied, wurde von dieser durch Zentrifugieren 


'getrennt, stark eingeengt, dann mit Aceton erschépfend ausgeholt, 


und auf diese Weise wurden alle in Aceton léslichen und in Aceton 


_ unléslichen Verbindungen voneinander getrennt. 


Atherunlésliche Verbindungen. 


WeiBe Materie. Die weife Materie wurde im Soxhletapparat mit 


' Ather erschépfend extrahiert. Der Extrakt wurde mit dem Haupt- 


Se ee 
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, extrakt vereinigt. Die Substanz hatte den Schmelzpunkt 180 bis 200°, 


enthielt Phosphor, Schwefel und Stickstoff und wurde vorlaufig nicht 
weiter in ihre Bestandteile zerlegt. 

Die aus dem itherischen Extrakt ausgeschiedene Substanz wurde 
aus heiBem Aceton umkristallisiert, von einer rotbraunen, klebrigen 
Substanz dekantiert, die mit der Acetonfallung vereinigt wurde. Die 
Substanz zeigte den Schmelzpunkt 57 bis 69° und gab keine Cholesterin- 


_ reaktion. Bei weiterem Umkristallisieren aus Aceton zeigte der Schmelz- 


punkt das gleiche weite Intervall. Aus Alkohol, mehrmals umkristal- 


) lisiert, schied sich aus der alkoholischen Lésung ein gelbes Ol ab, und 
+ es wurde davon dekantiert. Dieses 0] kristallisierte aus wenig heiBem 


Aceton als eine weiBe Substanz. Diese wurde zweimal umkristallisiert 
und zeigte den Schmelzpunkt 65°. Sie enthielt weder Stickstoff noch 


' Phosphor, beim Erhitzen mit Borsiureanhydrid wurde Akroleinbildung 
’ konstatiert, so da& ein Glycerinfett vorlag, und zwar Glycerintripalmitat. 


Sie wurde mit Natriumithylat in alkoholischer Lésung verseift; die 
‘ettsiure wurde durch Salzsiure in Freiheit gesetzt und mit Ather 


} aufgenommen. Dieser wurde abgetrennt und verdunstet; die resul- 


tierende Fettsiure wurde nochmals aus Aceton umkristallisiert und 


zeigte den Schmelzpunkt 62°. 
Das Lithiumsalz ergab: 0,0859 g Substanz, mit Schwefelsiure ab- 


geraucht, gaben 0,01 752 g Lithiumsulfat, entsprechend 2,57 % Lithium. 


Berechnet fiir Lithiumpalmitat 2,64 %. 
Aus der alkoholischen Lésung kristallisierte in Kugeln (aus Aceton 


| in Nadeln) eine Substanz vom Schmelzpunkt 81 bis 87°, in Ather 


zum Teil léslich, zum Teil quellbar; von der atherischen Lésung ge- 
trennt, aus Alkohol und Aceton umkristallisiert, zeigte sie den Schmelz- 
punkt 84 bis 86° konstant. Sie ist stickstoff- und phosphorhaltig; 
die Reaktion mit Orcin und Salzsiiure auf Galaktose ist positiv. Weiter 
wurde sie nicht analysiert. 3 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 25 
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Acetonfillung. 


Die Acetonfallung wurde mit absolutem Alkohol gut umgerii|ir;. 
die alkoholische Lésung wurde dekantiert und der Niederschlag wieder. 


holt mit absolutem Alkohol behandelt, bis dieser fast farblos ablicef 
Die alkoholische Lésung wurde mit einer schwach ammoniakalischey 
Bleiacetatlésung gefallt. Das Filtrat wurde so lange mit Schwefel. 
siure versetzt, bis sich Kongopapier eben schwach blau farbte, dann 
vom Bleisulfatniederschlag abfiltriert. 


Kephalinfraktion. Der Riickstand der Acetonfillung, welcher 


erfahrungsgemaf immer noch ,,wei®e Materie enthalt, wurde in Ather 
gelést und nach einigem Stehen in der Kialte zentrifugiert, bis der Ather 
klar blieb. Die atherische Lésung wurde nach dem Einengen mit Alkohol 
gefallt; der Niederschlag wurde mit Alkohol mehrmals angerieben und 
dekantiert, wieder in Ather gelést, wieder zentrifugiert und wieder 
mit Alkohol gefallt, bis man mit Ather eine klare Lésung bekam, dic 
sich beim Stehen nicht mehr triibte. Diese wurde mit Alkohol gefiillt: 
das Filtrat eingeengt und mit Alkohol wieder versetzt, worauf sich 
wieder eine stickstoff- und phosphorhaltige Substanz als weiche Masse 
ausschied. Diese Fallungen wurden zur Reinigung nach S. Frénkel 
und H. Neubauer!) in Wasser emulgiert und in einer Reibschale gut 
verrieben. Die Emulsion wurde zentrifugiert, vom Unléslichen de. 


kantiert und mit Salzsiure gefallt; die Fallung mit Ather aufgenommen, 
mit Alkohol gefallt und mit Aceton gewaschen. Das trockene Praparat 
wurde analysiert. 


Die Mikroanalyse des Phosphors nach Hans Lieb gibt: 

5,46 mg geben 0,215 mg P, das ist 3,91% P. 

6,71 mg geben 0,103 cem N bei 23°C und 746mm Hg, entsprechend 
1,73% N. Relation von Phosphor zu Stickstoff wie 1: 1. 

Die Substanz ist also ein Monoaminomonophosphatid, und zwar 
Kephalin. 

Die atherisch -alkoholischen Filtrate von der Kephalinfallung 
wurden nun im Vakuum stark eingeengt und mit einer ammoniakalischen 
Bleiacetatlésung gefillt. Diese phosphor- und stickstoffhaltige Fallung 
vereinigten wir mit der Bleifallung aus dem alkoholischen Extrakt der 
Acetonfallung (s. 0.) und extrahierten sie mit Ather. Der phosphor- und 
stickstoffhaltige Riickstand wurde nicht weiter bearbeitet. Der ithe- 
rische Extrakt, mit absolutem Alkohol gefallt, gab einen geringen Nieder- 
schlag, der nach S. Frankel und Kafka®) durch wiederholtes Auflésen 
in heigem Benzol und Fallen mit absolutem Alkohol bis zur restlosen 
Léslichkeit in Benzol und Ather gereinigt wurde. Diese Verbindung 
ergab positive Zuckerreaktion. 


') Diese Zeitschr. 21, 321, 1909. 
2)" Ebendaselbst 101, 159, 1920. 
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Der K6rper ist also der Dilignoceryl-N- diglykosaminmonophosphor- 
siiureester. 

Lecithinfraktion. Das Filtrat wurde so lange mit Schwefelsiure 
versetzt, bis sich Kongopapier eben schwach blau farbte; dann vom 
Bleisulfatniederschlag abfiltriert, konzentriert, mit dem Filtrat vom 
Bleiniederschlag aus dem alkoholischen Extrakt der Acetonfallung 
vereinigt und mit Aceton gefallt, wieder eingeengt und mit Aceton 
gefallt, bis keine Ausscheidung mehr erfolgte. Die so gewonnenen, 
dunkelrot gefarbten weichen Niederschlige wurden in Alkohol gelést 
und mit 10proz. alkoholischer Chlorcadmiumlésung gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde dann in heiBem Toluol aufgelést, vom ungelésten Riick- 
stand getrennt und mit absolutem Alkohol gefallt; dieser Vorgang 
wurde viermal wiederholt, bis sich die alkoholische Fallung nach dem 
Trocknen in Toluol klar und ohne Riickstand léste. Die so erhaltene 
Lecithinchlorcadmiumverbindung schmolz bei 196° und gab folgende 
Analysenresultate : 

7,245 mg geben 0,104 ccm N bei 24°¢ und 746mm Hg, entsprechend 
1,62% N. 

6,135 mg geben 0,215 mg P, das ist 3,42% P. 

Das Verhiltnis Phosphor: Stickstoff ist 1:1. Es handelt sich 
hier also um das Monoaminophosphatid Lecithin. 

Der in Toluol unlésliche Riickstand ist phosphor- und stickstoff- 
haltig. Er wurde nicht weiter analysiert. 

Das acetonige Filtrat war, nach dem Abscheiden des Lecithins 
immer noch phosphor- und stickstoffhaltig. Es wurde mit Bleiacetat 
gefallt und in der iiblichen Weise gereinigt. Diese Fallung war phosphor- 
und stickstofffrei. Sie wurde mit Wasser geschiittelt, mit Schwefel- 
sure versetzt, bis das Wasser saure Reaktion zeigte, dann mit Ather 
ausgeholt; die aitherische Lésung wurde mit Wasser gewaschen. Nach 
dem Abdestillieren des Athers zeigte die Analyse des Riickstandes, 
da er aus Cholesterin und Neutralfett bestand. 

Obwohl das eingeengte Filtrat der Bleiacetatfaillung mit Aceton 
aufgenommen wurde, verblieb im Aceton eine phosphor- und stickstoff- 
haltige Substanz, welche weder mit alkoholischer Chlorcadmiumlésung 
noch mit Sublimatlésung eine Fallung gab. LEingeengt, mit Ather 
aufgenommen, schied sich eine délige Schicht ab, welche phosphor- 
und sehr stark stickstoffhaltig war und in Aceton bis zu einem geringen 
Rest in Lésung ging. 

Nach dem Abdestillieren des Athers blieb als Riickstand ein Ol, 
das intensive Cholesterinreaktion zeigte, doch wurde weder Cholesterin 
noch Cholesterinester ausgeschieden. Dieses Ol miBte demnach die 
mit den Phosphatiden iibergegangene wirksame Substanz enthalten 
und wurde mit der Hauptlésung vereinigt. 

25* 







































































































































S. Frankel u. M. Fonda: 


Acetonfraktion. 
Nach der Acetonfaillung wurde das atherische-acetonige Filtrat 


im Vakuum stark eingeengt. In einer Kaltemischung wurde der 


Riickstand fest. Mit Alkohol behandelt, ging ein Teil in Lésung, 
dann wurde von einem gelben vaselinihnlichen Riickstand dekantiert. 
Die alkoholische Lésung, in welcher der Hauptanteil der wirksamen 
Substanz enthalten sein muBte, schied, stark eingeengt, Kristalle ab, 
welche aus 85proz. Alkohol umkristallisiert, sich als reines Cholesterin 
erwiesen. Schmelzpunkt 148°. Auf Zusatz von Aceton gab der gelbe 
Riickstand beim Stehen eine Kristallausscheidung. Diese hatte posi- 
tive Cholesterinreaktion. 


Myristinsdure. Aus 85proz. Alkohol, wiederholt umkristallisiert, 


gab diese Fraktion Cholesterin und einen farblosen Kérper, welcher 
sich als reine Myristinsiure erwies. Schmelzpunkt 54°, negative Gly- 
cerinreaktion. Das Lithiumsalz gab: 

0,1637 g, mit Schwefelsiure abgeraucht, geben 0,038 g Lithiumsulfat. 


Gefunden : Berechnet fiir Myristinsaure : 


2.90% Li 2,96 % Li. 

Freie Myristinsiure wurde in unserem Laboratorium jiingst auch 
in der Leber gefunden’). 

Im acetonigen Filtrat bildete sich beim Stehen eine rétlich- 
gelbe Olausscheidung, welche, mit Alkohol versetzt, zwei Schichten 
bildete. Die alkoholische, eingeengte Lésung enthielt Phosphor 
und Stickstoff und gab mit alkoholischer Chlorcadmiumlésung eine 
geringe Lecithinfillung; sie wurde mit Wasser zweimal gewaschen, 
mit Ather aufgenommen und eingeengt. Es kristallisierte wieder 
Cholesterin aus. Das Filtrat wurde mit der Hauptliésung vereinigt. 
Das Ol war phosphor- und stickstoffhaltig, gab mit alkoholischer Chlor- 
cadmiumlésung und alkoholischer Sublimatlésung keine Fallung. Es 
wurde mit Wasser gewaschen, mit Ather aufgenommen und eingeengt. 
Es war in Aceton léslich, in Alkohol unléslich, gab starke Cholesterin- 
reaktion und fluoreszierte stark. In wenig Aceton gelést, schied es 
in der Kalte eine gelbliche Substanz aus vom Schmelzpunkt 11 bis 
19° (im Winter dargestellt) und positiver Cholesterinreaktion. Die 
Mutterlauge schied abgedampft wieder dieselbe Substanz aus, und so 
sechsmal, bis das Filtrat wieder eine dlige untere Schicht bildete, die 
von der oberen acetonigen Lésung getrennt wurde. Die élige Substanz 
wurde in einer Kaltemischung fest. Sie wurde nicht weiter analysiert. 
Die festen Ausscheidungen wurden mehrmals aus Aceton umkristuallisiert. 
Der Schmelzpunkt erhéhte sich nur wenig. Sie waren in vielem Alkohol 
in der Warme loslich und gaben beim Erkalten eine geringe Kristall- 
ausscheidung von Cholesterin, Schmelzpunkt 148°. 


1) U. Sammartino, diese Zeitschr. 182, 343, 1922. 
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Aus der alkoholischene Mutterlauge kristallisierten nun fraktioniert 
zwei Verbindungen aus, welche alle Eigenschaften der Ester des Chol- 































~ esterins aufwiesen. Diese zeigten nach vielfachem Umkristallisieren 
mo den Schmelzpunkt 69 bis 73° und 78 bis 81° konstant. Um die Natur 
Lert, der in den Estern enthaltenen Fettsiuren zu bestimmen, wurden die 
men reinsten Fraktionen mit Natriumathylat in alkoholischer Lésung ver- 
ab. seift. Die alkoholischen Lésungen wurden mit Wasser versetzt, mit 
erin Salzsdure neutralisiert und mit Chlorcalcium gefallt. Die Kalkseifen, 
“< welche auch das mitfallende Cholesterin enthielten, wurden mit Ather 
nai. extrahiert; es wurde reines Cholesterin gewonnen. Die Kalkseifen 
wurden in Wasser verteilt, die Fettsiuren wurden mit Salzsiure in 
ert. Freiheit gesetzt und mit Ather aufgenommen. Dieser wurde abgetrennt, 
hee abdestilliert, und die Fettsiuren, wiederholt aus Alkohol und Aceton 
‘ly. unkristallisiert, bis sie einen konstanten Schmelzpunkt zeigten. Die 
eine Fettsiure hatte den Schmelzpunkt 69° (Stearinsiure 69°), die 
* andere den Schmelzpunkt 62° (Palmitinsiure 62,6°). 
Die vereinigten und eingeengten alkoholischen Filtrate enthielten 
Phosphor und Stickstoff, doch gaben sie mit alkoholischer Chlor- 
ich cadmiumlésung und alkoholischer Sublimatlésung keine Fallung. Nach hes 
mehreren Cholesterinausscheidungen wurde die Lésung mit ammo- iP 
oh- niakalischem Bleiacetat gefallt, von dem weiBen Niederschlag ab- ies 
en gesaugt, das Filtrat von Blei durch Schwefelsaure befreit, diese dann mit 
lor Ammoniak neutralisiert und hierauf eingeengt. Nach wiederholtem 
ne langeren Stehen schied sich jedesmal Cholesterin aus. Die stark ein- 
n, geengte Lisung wurde jetzt mit Methylalkohol versetzt und in eine 
ler Kaltemischung gestellt. Es entstand eine flockige weiBe Fallung. Das 
“oe Ausfrieren und Filtrieren wurde dreimal wiederholt, bis sich nichts mehr 
r- ausschied. Diese Fallungen, in Methylalkohol in der Warme zum Teil 
Es mit rotbrauner Farbe iéslich, wurden von einem rotbraunen Sirup de- ‘ 
rt. kantiert, der wieder in frischem Methylalkohol zweimal gelést wurde, 
n- bis das Ganze in Lésung ging. Aus der ersteren Lésung schieden sich 
es geringe Mengen von weifBen Flocken und kugelférmige Kristallgruppen 
TS ab, die sich nach mehrmaligem Umkristallisieren als Fett und Cholesterin 
ie erwiesen. Die Kristallausscheidungen der beiden anderen Fraktionen 
$0 bestehen aus Cholesterin und einer kleinen Menge Schmiere, die den 
le Kristallen anhaftete und nicht entfernt werden konnte. Aus Alkohol, 
12, Aceton und Eisessig umkristallisiert, geben diese Cholesterinkristalle 
t. den Schmelzpunkt itiber 127°. 
t. 
i] Die im Hochvacuum destillierte Fraktion. 





Die methylalkoholische Mutterlauge schied nach dreiwéchigem 
Stehen vereinzelte Cholesterinkristalle ab, von denen abfiltriert wurde. 
Die stark eingeengte Lésung wurde nun im Hochvakuum fraktioniert. 
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Bei 170 bis 185° Badtemperatur, 60 big 70° Innentemperatur und 
0,06 mm Hg Druck ging unter starkem Schiumen eine geringe Menge 
einer gelben Fliissigkeit von stechendem Geruch iiber. 

Bei 204° Badtemperatur, 154° Innentemperatur und 0,053 mm Hy 
Druck begann eine gelbe Fliissigkeit zu destillieren, welche bei 212 })is 
221° Badtemperatur und 172 bis 178° Innentemperatur schén und reg«|. 
maBig destillierte und zum gréBten Teil kristallisierte. 

Bei 225 bis 230° Badtemperatur, 181 bis 182° Innentemperatur und 
0,078 mm Hg ging ein etwas dickfliissigeres lichtgelbes 01 iiber, das auch 
kristallisierte. 

Bei 235 bis 246° Badtemperatur, 194° Innentemperatur und 0,06 mm Hy 
destillierte ein dickfliissiges lichtgelbes 61 iiber. 

Bei 257° Badtemperatur, 200 bis 206° Innentemperatur und 0,064 mim 
Hg destillierte ein noch dickfliissigeres 61 iiber. Der Riickstand wurde nicht 
weiter analysiert. 

Die letzten drei Fraktionen wurdefi nun vereinigt und refraktioniert. 
Es ging als erste bei 210 bis 225° Badtemperatur und 176 bis 182° Innen- 
temperatur eine Fraktion iiber, die zum gréBten Teil aus Cholesterinester 
bestand. 

Bei 230 bis 240° Badtemperatur, 193,5° Innentemperatur und 0,064 mm 
Hg destillierte ein dickfliissiges lichtgelbes 01 iiber, welches nach Herrmann 
die wirksame Substanz enthalt, und bei 256° Badtemperatur und 200 bis 
210° Innentemperatur ein dickfliissigeres und dunkleres Ol. 

Beim Refraktionieren gab der Mittellauf drei Fraktionen: Die erste 
ging bei 187° Innentemperatur und 0,056 mm Hg iiber. Sie gab eine geringe 
Kristallausscheidung. 

Die Elementaranalyse gab: 

7,255 mg 21,150 mg CO, 7,055 mg H,O 

4,650 ,, 13,540 ,,__,, 2,610 ,, 
79,53 % C 10,91% H 
79,44% ,, 11,10% ,, 

Die zweite Fraktion wurde bei 194° Innentemperatur und 0,064 mm 
Hg abgenommen. 

Die Elementaranalyse gab: 

6,425 mg 19,30 mg CO, 6,435 mg H,O 
5,740 ,, 47,200 45.4 5,785 ,, 
81,95% C 11,21% H 
81,86% ,, 11,28% ,, 
Daraus berechnet C3. H5.03. 


Die dritte Fraktion ging bei 210° Innentemperatur und 0,06 mm Hg 
iiber. Sie schied beim Auflésen in Alkohol eine weiBe Substanz ab. 
Die Elementaranalyse gab: 
5,355 mg 16,385 mg CO, 5,40 mg H,O 
4,805 ,, 14,650 ,,_,, 4,86 ,, 
83,46 % C 11,28% H 
83,37 % ,, EL 02% 5 
Dieser Mittellauf ist ein dickfliissiges, lichtgelbes Ol. Es wird in 
einer Kaltemischung fest; gibt keine Kristallausscheidung, selbst bei 
monatelangem Aufbewahren im Vakuum; briaunt sich an der Luft, 
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gibt intensiv die Salkowski- und die Liebermann- Burchardsche Reak- 
tion, doch keine Pettenkofer- und Myliussche Reaktion. 

Die optische Aktivitét des Mittellaufes wurde mit dem grofen 
Landolt-Lippichschen Apparat im Mikropolarisationsrohr untersucht: 
die Substanz selbst lie8 das polarisierte Licht nicht durch, und in 
10proz. methylalkoholischer Lésung erwies sie sich als inaktiv. 

Das Molekulargewicht wurde nach der Mikromethode von K. Rast') 
bestimmt. Die Substanz loste sich sehr gut in Kampfer auf. 

6,97 mg Substanz in 56,78 mg Kampfer gelést: 11° Schmelzpunkt- 


erniedrigung. 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H;.0,: 


446 468 

Obschon es sehr schwierig ist, bei so hoch molekularen und schwer 
verbrennbaren Substanzen eine einwandfreie Formel aufzustellen, so 
kann doch auf Grund der Analyse mehrerer Derivate und der Mole- 
kulargewichtsbestimmung die angenommene Formel C3,H;.0, als 
sehr wahrscheinlich angesehen werden. 

Tetrabromderivat. Brom gegeniiber zeigte sich die Verbindung un- 
gesattigt. Sie nahm vier Atome Brom auf und lieferte ein Brom- 
additionsprodukt von der Formel C,,H;,0,Br,. Eine Lésung der Sub- 
stanz in Eisessig wurde so lange mit einer Bromlésung in Eisessig 
langsam versetzt, bis sich die Bromlésung nicht mehr entfarbte, und 
mit einem geringen Uberschu8 an Brom 24 Stunden in der Kilte 
im Dunkeln stehengelassen. Da sich nichts ausschied, wurde das 
Reaktionsprodukt mit Wasser versetzt. Es bildete sich eine Emulsion, 
die sich nach einigem Stehen élig absetzte. Das Ol wurde mit Ather 
aufgenommen, mit Wasser geschiittelt, die atherische Lésung ge- 
trocknet; nach dem Verdunsten des Athers im Vakuumexsikkator 
iiber Paraffin und Atzkali, kristallisierte der dicke dunkelrotbraune 


Sirup nicht. 


5,34 mg geben. . . 9,59 mg CO, 3,22 mg H,O 

Oat 45 ed ek a * at pe ae ae wee: We a 

10,56 ,, wi thie SOE: AE Re 

6,48 9 ” em ri8 6,145 ” ” 

Gefunden: Berechnet fiir C,,H,;.0, Bry: 

Cn ... e% 48,73 % 48,73 % 
Beste CO% 6,86 % 6,65 % 
Br. . . 40,50% 40,36 % 40,56 % 


Molekulargewichtsbestimmung: 
4,260 mg Substanz in 11,70 mg Kampfer gelést: 19° Schmelzpunkt- 


erniedrigung. 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,;.0, Br,: 


766 788 


') Ber, 55, 1051, 1922, 
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das eine in einer Carbonylgruppe vorhanden ist, da mit Phenylhydraziy 
das Hydrazon C3,Hs,ON, entsteht; das andere Sauerstoffatom is 
in einer Hydroxylgruppe vorhanden, da die Verbindung durch Avy. 
lierung mit Benzoesiureanhydrid, Essigsiureanhydrid und Benz. 
sulfochlorid Ester bildet. 

Phenylhydrazon. Kine Lésung der Substanz in Eisessig wurde iit 
einem kleinen Uberschu8 an mehrfach aus Ather umkristallisierten, 
Phenylhydrazin versetzt. Nach einigem Stehen in der Kalte schied 
sich das Kondensationsprodukt élig ab. Es wurde aus Wasser und 
Alkohol gereinigt. Der dunkelorangerote Sirup kristallisierte nicht 


4,96 mg geben. . . 14,84mg CO, 4,685 mg H,O 
3,585 ,, » «+ « . 0,167 com N bei 741mm Hg 21°t 
4,675 ,, bias eke ha eee pg eh gh ae 
Gefunden: Berechnet fiir C3,H,,ON,: 
Or. 2 8188% 81,66 %, 
x AST 10,46 %, 
Ne es BSF Bae B17 % 5,01% 


Acetylverbindung des Phenylhydrazons. Das Phenylydrazon wurde 
mit Essigsiureanhydrid am Wasserbad nur kurze Zeit erwarmt. Der 
Uberschu8 des Anhydrids wurde mit absolutem Alkohol verjagt. Der 
rotbraune Sirup kristallisierte aus Alkohol und Essigither nicht. 


2,385 mg geben. . 6,98 mg CO, 2,225 mg H,O 
2,425 9 ° ° e 7,09 > °° 2,220 9° ”” 
2,858 ,, » « « 0,116 ,, N bei 745mm Hg 22°% 
Gefunden: Berechnet fiir CypCggN.O,: 
C28 TRS 79,76 % 79,94 % 
Be. 5. + Ae % 10,27 % 10,068 % 
Ne ee 4,664 % 


Oxim. Zur Darstellung des Oxims wurde die Substanz in alko- 
holischer Lésung mit der berechneten Menge einer alkoholischen Lésung 
von freiem Hydroxylamin 2 Stunden am Wasserbad erwarmt. Nach 
mehrtagigem Stehen schied sich das Oxim als eine halbfeste Substanz 
erst auf Zusatz von Aceton aus. Wiederholt aus Aceton und Alkohol 
gereinigt, kristallisierte die Verbindung nicht. 

5,27 mg geben. . 15,32 mg CO, 5,22 mg H,O 
6,01 ,, » + + 0,152cem N bei 749mm Hg 15°t 
Tyee oe ag oe 5 yee oe ak gh eo ay OS 


Gefunden: Berechnet fiir C,.H,,0,N: 
Co TAG 79,44 % 
H...s + 1S 11,05 % 
No SS ae 2,76 % 2,89 % 


Benzolsulfoester des Tetrabromkérpers. Das Tetrabromid wurde in 
Pyridinlésung mit Benzolsulfochlorid versetzt. Beim Versetzen mit 


Uber die Natur der beiden Sauerstoffatome wurde festgestellt, <a\j 
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verdiinnter Schwefelsiure schied sich das Produkt élig ab. Das Ol 
wurde mit Ather aufgenommen, mit Wasser gewaschen. Es kristal- 
lisiert aus keinem Lésungsmittel. 
3,705 mg geben. . 6,690 mg CO, 2,045 mg H,O 
ee Saeed eee 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H;,0,Br,5: 
Cosas. MBRB% 49,14 %, 
Bess fa ee 6,08 %, 
ere ee Ct 3,45 % 
Benzoestureester. Die Substanz wurde mit Benzoesiureanhydrid 
im Paraffinbad 2 Stunden auf 150° erwarmt. Die Reaktionsmasse 
mit Methylalkohol versetzt, ging nur zum Teil in Lésung. Aus dieser 
Lésung wurden Benzoesiurekristalle ausgeschieden. Der unldsliche 
Rest wurde mehrmals mit Methylalkohol gereinigt, bis keine Benzoe- 
siure mehr aufgenommen wurde. Der dunkelbraune Sirup kristallisiert 
nicht. 
5,73 mg geben. . 17,15 mg CO, 5,145 mg H,O 
4,385 ,, eo. ty ROR ye ge 3,88 ,, % 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0,: 
CC... 81,65% 81,62 %, 81,76 % 
Pe 5... ><) IOMG% 9,90% 9,85 % 
Bariumverbindung. Die reine Substanz wurde in methylalkoho- 
lischer Lésung mit methylalkoholischer Barytlésung gefallt. Die aus- 
gefillte Verbindung wurde mit Methylalkohol gewaschen. Die halb- 
feste gelbe Verbindung kristallisierte nicht. 
4,375 mg geben. . 11,195 mg BaSO, 
3,46 ,, ic ch ” 
Gefunden: Berechnet fiir (C;, H;,O,,) Ba: 
Ba. . . . 14,92% 12,83 % 
13,87 % 


Zusammenfassung. 

Es ist uns gelungen, sowohl aus der Placenta als auch aus dem 
Corpus luteum in gleicher Weise und mit gleicher Methodik die zuerst 
von E£. Herrmann im hiesigen Laboratorium in der Placenta gefundene 
Substanz darzustellen und zu zeigen, daB diese hochwirksame Substanz 
aus beiden Geweben ganz identisch ist. Die Verbindung ist ein dick- 
fliissiger, ganz lichtgelber harziger Kérper von Terpentingeruch, vom 
Siedepunkt 194° bei 0,064 mm Hg, unléslich in Wasser, léslich in allen 
organischen Lésungsmitteln. Diese Substanz konnten wir rein dar- 
stellen, ihre Elementaranalyse und Molekulargewichtsbestimmung, 
sowie die Elementaranalyse einer Anzahl von Derivaten dieses fiir 
sich nicht kristallisierenden K6érpers durchfiihren und seine Brutto- 
formel feststellen. Diese Bruttoformel ist C,.H,;,0,. Bei dieser Formel 
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hatte man die Wahl zwischen Cy, und einem O-Atom, oder Cy, und zwei 
Q-Atomen. Da die Rolle der beiden O-Atome durch Versuche aufgeklirt 
wurde, bleibt nur die Méglichkeit der Annahme von Cy, und zwei 
Q-Atomen iibrig, welche besonders durch den Benzolsulfoester erwiese), 
erscheint, ebenso durch das Oxim. Die beiden Sauerstoffe gehéren 
zwei Gruppierungen an: der eine Sauerstoff ist in einer Hydroxy|- 
gruppe, die durch die Ester erwiesen ist, der zweite in einer Carbony|- 
gruppe. Die Substanz addiert vier Bromatome, so daB man annehmen 
muB, daB es sich um zwei Doppelbindungen handelt. Die Substanz 
zeigt die Cholesterinreaktion, so daB man auf Verwandtschaft mit 
Cholesterin und Gallensaiuren schlieBen kénnte, da letztere Verbindungen 
nahe verwandt sind. Nun hat Cholesterin C,,H,,OH 27 C-Atome, 
die Cholalsiure nur 24 C-Atome. Diese Substanz kénnte auch in Be- 
ziehung stehen zu dem Bufotalin, welches von Wieland und Weil’), 
H. Wieland und P. Weyland?) und Wieland und R. Alles*) untersucht 
wurde. Dieses Bufotalin, ein Abspaltungsprodukt des Bufotaxins 
Cp Hg. Oy,Ny, hat die Zusammensetzung Cy,H3g,0,. Zwei C-Atome 
gehoren einer in Esterform gebundenen Acetylgruppe an, zwei O-Atome 
sind in Laktonform vorhanden und zwei als Hydroxyle. Das Bufotalin 
nimmt vier H-Atome auf und enthalt zwei C-Doppelverbindungen. 
Wenn unsere Verbindung mit diesen drei bekannten: Cholesterin, 
Cholalsiure und Bufotalin, in einem Zusammenhang steht, so ist es 
auffallig, daB wir hier eine weitere Kohlenstoffkette haben, die dem 
Cholesterin fiinf, der Cholalsiure gegeniiber acht C-Atome mehr enthilt 
und nicht durch Sauerstoff, sondern durch Kohlenstoffbindung zu- 
sammenhingt. Wahrend Cholesterin zwei Bromatome aufnimmt, nimmt 
unsere Verbindung vier Bromatome auf. 

Wir haben im Laufe der Analyse des Chloroformextraktes des 
Corpus luteum auBer der wirksamen Substanz das Vorhandensein von 
weiBer Materie und eines Galaktosides, das nicht weiter analysiert 
wurde, nachweisen kénnen; auBerdem wurde eine Anzahl ungesattigter 
Phosphatide gefunden, von denen nur Kephalin, Lecithin, und in 
geringer Menge Dilignoceryl-N-diglykosaminmonophosphorsaureester 
bestimmt wurden; ferner Cholesterin, Cholesterinester und in groBer 
Menge Neutralfette, die bis auf Glycerintripalmitat und freie Myristin- 
siure, der eine besondere Aufmerksamkeit gebihrt, nicht weiter unter- 
sucht wurden. 


1) Berl. Ber. 46, 3315, 1913. 
*) Sitzungsber. d. Bayr. Akad. d. Wiss. 1920, 5. 329. 
3) Berl. Ber. 1922, S. 1789. 
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Acetonfallung 
mit Alkohol behandelt 


Losung, mit Bleiacetat gefallt Riickstand 


Lésung Bleiniederschlag a Losung, mit weibe Materi: 
Alkohol behandelt 


Losung, eingeengt Kephalin 
Losung, mit Bleiacetat gefallt zweite Kephalinfallung 
Lésung Bleiniederschlag Nd.a, 
| 


mit Ather extrahiert 


vereinigte Lésungen, 


mit Ather gefallt Lésung, mit Alkohol gefiallt, Riickstand, 
Dilignoceryl-N -diglykosamin- nicht weiter 


monophosphorsaureester analysiert 


| | 
Lésung Fallungen, in Alkohol gelést, 
mit Chlorcadmium gefallt 


| 
Lésung Niederschlag, 
SLE Ih iceman ele te in Toluol gelést 


vereinigte Lésungen, | ; | 
mit Bleiacetat gefillt | Losung, mit Alkohol Riickstand, nicht 
| gefallt, Lecithin weiter analysiert 
been eit G7 Bah Dako eee 
Lésung, eingeengt, Bleiniederschlag, 
mit Ather versetzt Cholesterin, Neutralfett 


| 
atherische Lésungen, mit der Hauptlésung élige Ausscheidung, 
der wirksamen Substanz vereinigt nicht weiter analysiert 


Die vereinigten Lésungen der wirksamen Substanz nach mehreren 
Cholesterinausscheidungen mit Bleiacetat gefallt 
| 


Filtrat Bleiseife 


sinnnipheastaatngeseenniosiiainaiestiy eit | } cette 


Filtrat, in der Kaélte mit Cholesterin nicht weiter Tripalmitat 
Methylalkohol versetzt analysiert 
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Es war bei unseren Untersuchungen auffillig, daB der durch 
Hochvakuumdestillation gewonnene wirksame Kérper gegeniiber dem 
zu destillierenden Sirup eine jedenfalls verminderte Wirksamkeit zeigte. 
Ebenso auffallig war es, da dieser Kérper keine Drehung zeigt. 
Es war daher die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daB der destillierte 
wirksame Kérper bei der Destillation im Hochvakuum bei einer so 
hohen Temperatur eine Verinderung erfahren hat. Aus diesem Grunde 
haben wir neuere Versuche eingeleitet, mit Umgehung der Hochvakuum- 
destillation nach einem besonderen Verfahren die wirksame Substanz 
zu gewinnen. Wir werden iiber die nach dem neuen Verfahren dar- 
gestellte Verbindung in nachster Zeit weiteres veréffentlichen. 

















Einige elektrometrische 
EKichungen mit Beriicksichtigung der lonenaktivitit. 


Von 


Leonor Michaelis und Kosaku Kakinuma. 


(Aus dem biochemischen Institut der Vereinigten Fabriken 
fiir Laboratoriumsbedarf in Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1923.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Problemstellung. 

In der Auffassung von der elektrolytischen Dissoziation der Elektro- 
lyte vollzieht sich zurzeit eine Wandlung, deren praktische Tragweite 
noch nicht genau tiberblickt werden kann. Jedenfalls darf man als 
gesichert annehmen, da die alteren Anschauungen iiber die Disso- 
ziation der starken Elektrolyte einer Revision bedirfen, und wir 
kommen zurzeit der Wahrheit wohl am niachsten, wenn wir diese 
starken Elektrolyte mit N. Bjerrum und Ch. J. Ghoch}) stets als 
total dissoziiert annehmen und wenn wir uns davor hiiten, aus den 
Leitfahigkeitsdaten unmittelbar Schliisse auf den Dissoziationszustand 
zu ziehen. Dafiir miissen wir aber mit Bjerrum den neuen Begriff 
der Ionenaktivitét einfiihren, welche dem Umstand Rechnung trigt, 
daB die elektromotorische oder chemische Wirksamkeit einer Ionenart 
ihrer wahren Konzentration nicht streng proportional ist, sondern 
auBer von ihrer Konzentration auch von der Konzentration und der 
Art der anderen gleichzeitig gelésten Ionenarten abhingig ist1). Die 
Sache liegt heute geradezu derart, daB man im allgemeinen von 
irgend einer in Lésung befindlichen Ionenart nur ihre Aktivitat, nicht 
aber ihre wahre Konzentration bestimmen kann. Der Koeffizient, 
mit welchem man die wahre Konzentration einer Ionenart multiplizieren 
muB8B, um ihre Aktivitat zu erhalten, ist der Bjerrumsche Aktivitits- 
koeffizient f,. Er ist also im Grunde nur ein Korrekturfaktor, welcher 
so gewahlt ist, daB man die Aktivititen an Stelle der Konzentrationen 


1) N. Bjerrum, Zeitschr. f. Elektr. 24, 321, 1918; Medd. fran Nobe!l- 
Inst. 5, 1919; Ghoch referiert in Nernst, Theoret. Chem. 10. Aufl., 1922; 
den Physiologen sei zur Einfiihrung besonders empfohlen: EZ. J. Warburg. 
Biochem. Journ. 16, 162, 1922; s. auch L. Michaelis, Die Wasserstoff- 
ionenkonzentration, 2. Aufl. Berlin 1922. 
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in die Formel des Massenwirkungsgesetzes oder in die Nernstsche 
Formel der Elektrodenpotentiale einsetzen muB, um mit der Erfahrung 
in Ubereinstimmung zu bleiben. Denn wenn man die Konzen- 
trationen selbst in diese Formeln einsetzt, so erhalt man offensichtlich 
Widerspriiche mit der experimentellen Erfahrung. 






Diese Darstellung des Aktivititsfaktors als einer bloBen, nur von 
Fall zu Fall empirisch zu eichenden Gré8e kann nicht die endgiiltige 
sein. Sie ist auch von den Begriindern dieser Theorie nicht so gedacht. 
Uberblicken wir aber den heutigen Stand dieser Theorie, so vermissen 
wir heute noch einen sicheren AbschluB. Da wir Biochemiker aber 
notwendigerweise unser Zahlenmaterial auf Grund dieser neuen An- 
schauungen revidieren miissen, ist es angebracht, die erforderlichen 
Daten rein empirisch zu eichen. Der Sinn der vorliegenden Arbeit 
ist also folgender: Die Ionenaktivititstheorie wird rein qualitativ als 
giltig angenommen, dagegen wird jede spezielle oder quantitative, 
nur durch theoretische Berechnung gewonnene Zahl prinzipiell ver- 
mieden, wie z. B. die Bjerrumsche Formel zur Berechnung der Akti- 
vitiitskoeffizienten. Vielmehr werden absichtlich, ohne jede Riicksicht 4 




















als auf die theoretische Literatur, alle Zahlen rein experimentell ermittelt, ifs 
und es wird nichts weiter als folgende theoretische Annahmen zu- ina 
on grunde gelegt: 

a 1. Wir betrachten die starken Elektrolyte stets als vollstindig 

“a dissoziiert. 

il 2. Wir nehmen an, da® die aktive Masse einer Ionenart, wie sic 

iff bei der chemischen Massenwirkung und bei der elektromotorischen 

a Wirksamkeit an einer Elektrode zur Geltung kommt, nicht streng 

sa der Konzentration dieser Ionenart proportional zu sein braucht. 

mm 3. Wenn die Gesamtkonzentration aller Ionen einer wiisserigen * 
ler Lésung sich der Null nahert, so wird niherungsweise der Fall ver- 





wirklicht, daB die aktive Masse einer jeden Ionenart ihrer Konzen- 












die 

on tration proportional ist. 

ht Und von den neuen Begriffen verwenden wir einzig den des 

at, Aktivitatsfaktors und. der Aktivitdt, und wir definieren: 

en 1. Fir wnendlich verdiinnte Lésungen setzen wir die Aktivitiit 

ts einer Ionenart gleich ihrer Konzentration. 

al 2. Fir beliebig konzentrierte Lésungen einer Tonenart verstehen 

- wir unter Aktivitdt dieser Ionenart diejenige GréBe, welche wir an 
'  §$telle der bisher verwendeten GréBe, naimlich der Konzentration, in 

‘ _ — die Nernstsche Formel fiir das Elektrodenpotential einsetzen miissen. 

oe 3. Diejenige Zahl, mit welcher man die Konzentration zu multi- 

ff- plizieren hat, um die Aktivitat zu erhalten, nennen wir nach Bjerrum 






den Aktivitdtsfaktor. 
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2. Methodische Vorbemerkungen. 

Unsere Messungen beziehen sich simtlich auf das Potential von 
Platin-Wasserstoffelektroden, bezogen auf das Potential einer will- 
kiirlichen, aber gut reproduzierbaren Ableitungselektrode. Unsere 
Methode ist im allgemeinen die schon friiher beschriebene; jedoch 
sollen einige neuere Erfahrungen in der Methodik besonders beschrieben 
werden. Als Elektrode benutzten wir die Birnelektrode mit Drehstativ. 
genau wie sie in der zweiten Auflage des ,,Praktikum der physikalischen 
Chemie!) beschrieben ist; als Ableitungselektrode wurde eine ge- 
sittigte Kalomelelektrode benutzt, aber nicht derart, daB deren Potential 
als eine konstante, sicher reproduzierbare GréBe betrachtet wurde. Ihr 
Potential wurde vielmehr taglich an der ,,Standardacetat‘‘-Elektrode 
geeicht, erstens weil diese uns besser und miiheloser reproduzierbar 
erschien als irgend eine Kalomelelektrode, zweitens weil dadurch 
Barometer- und Dampfdruckkorrekturen tberfliissig gemacht werden. 
Uber das Diffusionspotential sei noch etwas Besonderes mitgeteilt. 
Da wir oft ziemlich stark saure und alkalische Lésung zu messen 
haben, so geniigt die Zwischenschaltung einer gesiittigten K Cl-Lésung 
nicht, um immer mit Sicherheit das Diffusionspotential zu vernichten. 
Die bisher gebriuchlichste Methode fir solche Fille ist die zweizeitige 
Messung nach Bjerrum: erstens Messung mit Zwischenschaltung einer 
1,75n KCl-Lésung, zweitens Messung mit 3,5n KCl-Lésung; sodann 
den Unterschied beider Resultate noch einmal als Extrapolation hinzu- 
fiigen. Wir verwendeten hier eine andere Methode, die sich, wie wir 
glauben, hier gut bewiahrt hat und zur Nachpriifung empfohlen werden 
mag: Das Ende des AusfluBrohres unserer ,,Birnelektrode‘ ist ein 
wenig nach oben gerichtet. Es wird durch einen mit einer K Cl-ge- 
sattigten Agargallerte gefiillten Glasheber mit einer Wanne mit ge- 
sittigter KCl-Lésung verbunden. Wenn man nun das nach oben 
gerichtete AusfluBende der Birnelektrode auBerdem noch mit einem 
Uberschu8 fein gepulverter KCl-Kristalle fillt, bevor man das Agar- 
rohr hineinsteckt, so haben wir folgende Fliissigkeitsverbindungen : 

1. die zu messende Lésung, also z. B. n/100 HCI; 

2. die gleiche Lésung, aber noch dazu gesittigt mit KCl; 

3. gesittigte KCl-Lésung ohne HCl (im Agarrohr und weiterhin 

in der KCl-Wanne). 

Die Lésungen 1. und 2. enthalten die gleiche Konzentration H(C1, 
wiirden also ohne KCl kein Diffusionspotential gegeneinander haben. 
Durch den Zusatz von KCl (in 2.) kann aber gewif kein praktisch 
merkliches Potential erzeugt werden. Ferner, was die Grenze 2. 3. 
betrifft, so hat schon eine verdiinnte HCl-Lisung ohne KCl gegen 


1) L. Michaelis (2. Aufl.). Berlin, Jul. Springer, 1922. 
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eine gesattigte KCl-Lésung ein sehr geringes Potential. Noch viel 2¢ 
kleiner muB dasselbe also werden, wenn diese HCl-Lésung noch dazu 4 
mit KCl gesattigt ist. Abgesehen hiervon, hat der Zusatz der KCl- 
Kristalle noch den Vorteil, daB die mit KCl gesittigte Agarspitze im 
Laufe der Zeit durch Diffusion nicht an KCl verarmt. Diese Uber- 
legungen, dazu die praktische Erfahrung, scheint fiir die Nitzlichkeit 
dieser Anordnung beweisender, als wenn man die Diffusionspotentiale 
an den Grenzflachen, sei es nach Planck oder nach P. Henderson, 
berechnet, denn diese Rechnungen werden fiir gesattigte Lésungen doch 
illusorisch. Diese Methode der Ausschaltung des Diffusionspotentials 
wird in einer besonderen Arbeit noch genauer begriindet werden. 

Zum mindestens von n/100 HCl an gibt die Byerrumsche Extra- 
polation praktisch denselben Wert wie unsere Methode, und bei noch 
diineren Lésungen erfordert die Bjerrumsche Extrapolation einerseits 
keine Extrapolationskorrektur mehr und stimmt gleichzeitig mit unserer 
Methode iiberein. Wir kénnen somit annehmen, daB unsere Methode 
mindestens den gleichen, wahrscheinlich sogar.noch einen gréBeren 
Effekt auf die Ausschaltung des Diffusionspotentials hat als die Methode 
von Bjerrum, d.h. da8 zum mindesten in denjenigen Fallen, in denen 
die zweizeitige Messung nach Bjerrum und die Extrapolation erlaubt ‘ 
ist, unsere einzeitige Messung ohne jede Extrapolation ebenso brauch- 
bar ist. Es wird in der in Aussicht gestellten weiteren Mitteilung 
genauer zu untersuchen sein, bis zu welchen Grenzen unsere Methode 
erlaubt ist; im folgenden wird sie nur fiir solche Lésungen angewendet, 
bei denen die Extrapolation nach Bjerrum sehr klein ist; und in 
diesen Fallen ist unsere Methode gewi8 immer unbedenklich. 


























8. Potentialunterschiede von HCl-Lésungen verschiedener Konzentration 
nebst Eichung des Standardacetats. 

Zunichst wurden mit dieser Methodik die Potentialunterschiede reiner 
HCl-Lésungen verschiedener Konzentration gegen eine willkiirliche 
Ableitungselektrode gemessen, —_ 
und zwar gegen die Standard- a2 
acetatelektrode (unter Zuhilfe- 
nahme der gesittigten Kalomel- 
elektrode, welche, wie beschrieben, 
nur als technisches Hilfsmittel, 
nicht als selbstaindige Standard- 97 
elektrode benutzt wurde). Wir 
erhielten die in Tabelle I wieder- 
gegebenen Werte, welche in 

Abb. 1. Abszisse: Logarithmus der reziproken 


Abb. 1 im Diagramm wieder- H Cl.Konzentration. Ordinate: Potentialunter- 
gegeben sind. schied gegen die Standardacetat-Elektrode. 
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L. Michaelis u. K. Kakinuma: 


Tabelle I. 





Potentialunterschied gegen die Wasserstoffelektrode Abweichung 


mit Standardacetat (Millivolt) : 

Konzentration ——- ——————$ $$$_$________ — — der berechneten Werte 

der Salzsaure Erste Zweite — soe der vom Mittel der 

in Normalitét | Versuchsreihe | Versucbsreihe | Aktivititsfaktors Beobachtungen 

(18,0 °C) (18,5°C) | 1,00 in Millivolt 

n/l10 HCl 209,5 209.2 (207,7) (— 1,65) 
n/30 HCl met) ee 180,2 — 0,35 
n/100 HCl 150,3 150,5 150,0 i 
n/300 HCl 122,3 | 122.5 122,5 | + 0,10 
n/1000 HCl 92,3 915 | 92,3 | + 0,40 
n/2000 HCl ee Geter, eae (74,9) | (+ 1,65!) 
n/3000 HCl ee eee “Ce (64,8) | (+385!) 


Betrachten wir nun die erhaltenen Resultate, so zeigt sich folgendes: 
Stellen wir das p,, auf der Abszisse, das Potential auf der Ordinate 
dar, so liegen alle Beobachtungspunkte innerhalb der zuzubilligenden 
Fehlergrenze von wenigen Zehnteln Millivolt auf einer geraden Linic, 
deren Neigungstangente = 57,7 ist. GréBere Abweichungen finden 
sich erstens bei der héchsten Konzentration, bei n/10 Salzsiure (bei 
dem Abszissenpunkt 1,0) und zweitens bei den allerstirksten Ver- 
dimnungen, abwirts von n/1000, in auffilliger Weise erst von 
n/3000 Lésungen an, wo die Abweichung vom erwarteten Wert etwa 
4 Millivolt betragt. Diese beiden letzten Punkte kénnen wir fiir die 
theoretische Betrachtung ausschlieBen, weil Lésungen von so starker 
Verdiinnung der Messung groBe Schwierigkeiten bieten. Erstens ist 
die Ablesung am Kapillarelektrometer bei einer so schlecht leitenden 
Flissigkeit nicht mehr so exakt, zweitens spielen in diesen Verdiinnungen 
Verunreinigungen schon eine bedeutende Rolle. Das zeigt sich auch 
darin, daB die erhaltenen Werte von den berechneten nicht nur ab- 
weichen, sondern bei weitem nicht den hohen Grad von Konstanz 
und Reproduzierbarkeit zeigen wie die anderen. Sehen wir von diesen 
unsicheren Punkten ab, so bemerken wir, da8 der Potentialunterschied 
zwischen den einzelnen Verdiinnungen genau derjenige ist, wie er sein 
miBte, wenn die Aktivitat der H-Ionen genau gleich der Konzen- 
tration der Saure ist. Wir miissen also annehmen, daB innerhalb des 
Konzentrationsbereiches von n/30 bis mindestens n/1000 der Akti- 
vitatskoeffizient der H-Ionen innerhalb der Fehlergrenzen der Messung 
der gleiche ist, und es bleibt auf diese Weise nichts anderes iibrig, als 
ihn gleich 1,0 anzunehmen. Erst bei einer Konzentration von n/10 
scheint er deutlich kleiner als 1 zu werden. 
Im tibrigen kann man noch auf andere Weise beweisen, daB die fiir 
die allerniedrigsten Konzentrationen erhaltenen Werte fehlerhaft sind. 
Da der Aktivitatskoeffizient mit fallender Konzentration niemals gréBer 


als 1 werden kann, so ist es nicht médglich, daB die in der Abb. 1 dar- 
gestellte gerade Linie unter einem steileren Winkel als dem gezeichneten 
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(tg @ = 57,7) verliuft. Da nun aber die beobachteten Punkte fiir jene 
hochste Verdiinnung scheinbar einer steileren Verlauf zeigen, so erweist 
sich hierin ganz offenkundig, da diese Beobachtungen fehlerhaft sind. 


Wir nehmen somit an, dafB in HCl-Lésungen, deren Konzentration 
kleiner als m/30 ist, der Aktivititskoeffizient der H-Ionen praktisch 
stets gleich 1 ist. Wir sind uns der theoretischen Unvollkommenheit 
dieser Annahme bewuBt und wollen damit nur, unserer Vornahme 
gemaB, zum Ausdruck bringen, daB wir auf Grund elektrometrischer 
Messungen bei dem heutigen Stande der Fehlerbreite der Methode 
(einige Zehntel Millivolt) keinen Grund haben, jene einfachste An- 
nahme als praktisch ungeniigend zu bezeichnen. Wir werden trotzdem 
die Vorsicht gebrauchen, die soeben ausgesprochene Annahme im 
folgenden nur fiir Konzentrationen von m/100 HCl abwarts wirklich 
zu benutzen. 

Folgender Einwand wire gegen diese Aufassung méglich. Da das 
benutzte destillierte Wasser niemals ganz rein sein kann, so kénnte man 
meinen, daZ ein Gehalt etwa an NH, dieses Resultat hervortiiuschen 
kénne. Dieses Alkali wiirde um so belangreicher sein, je verdiinnter die 
HCl-Lésung ist, und so kénnte der Gehalt an Alkali das Resultat hervor- 
tauschen, daB der Aktivitatskoeffizient der H-Ionen innerhalb der von 
uns gefundenen Grenzen praktisch konstant bliebe. In der Tat bemerken 
wir ja bei noch weiterer Verdiinnung den Einflu8 der Verunreinigungen 
deutlich. DaB aber schon bei Konzentrationen von n/100 bis n/1000 HCl 
diese Verunreinigungen eine merkliche Rolle spielen, kann durch folgende 
Erfahrung unwahrscheinlich gemacht werden: wenn man _ verschiedene 
HCl-Verdiinnungen von n/200 big n/1000 in n/10 KCl-Lésungen herstellt, 
so bleibt der Aktivitaétskoeffizient der H-Ionen ganz bestimmt praktisch 
immer der gleiche, und wenn das Wasser rein genug ist, mu der Potential- 
unterschied dieser verschiedenen HCl-Lésungen genau nach der Nernstschen 
Formel berechenbar sein, wenn man einfach mit den Konzentrationen statt 
mit den Aktivitaten rechnet. Eine lange Erfahrung zeigte nun, da® dies in 
der Tat zutrifft, und zwar bis zu denselben Verdiinnungen herunter, wie 
es jetzt fiir salzfreie HCl-Lésungen gezeigt wurde; erst weit wunterhalb 
n/1000, manchmal sogar. erst unterhalb n/10000 begannen die Verun- 
reinigungen sich durch die sonst unerklarlichen Abweichungen der Potentiale 
von den erwarteten Werten bemerkbar zu machen. 

In 80 verdiinnten HCl-Lésungen ist also ganz einfach die Aktivitat 
der H-Ionen gleich der Konzentration der HCl. Wir kénnen dies auch 
so ausdriicken: Der Begriff des Aktivitatsfaktors hat, wie oben erwahnt, 
nur Sinn, wenn wir annehmen diirfen, daB mit fallender Konzentration 
dieser Faktor sich der 1 nahert. Unsere Versuche besagen also, dab 
im vorliegenden Falle, also fiir HCl, die Konzentration von n/100 
schon als unendlich klein in diesem Sinne betrachtet werden darf. 

Wir wollen nunmehr die Gelegenheit benutzen, um auf Grund dieser 
Voraussetzung das py, des Standardacetats zu eichen, indem wir seine 
P. D. gegen n/500 HCl bestimmen, und in letzterer p,, = 2,699 setzen. 


Es ergab sich folgendes: 
26* 
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. Tabelle II. 





|| P.D. einer n/500 | 

Temperatur HClsLésung gegen Px des 

Standardacetat Standardacetats 
(Millivolt) (berechnet) 


110,0 4,609 
110.0 | 4,604 
110,0 4,602 
18,5 110.5 4,611 
19,0 110,5 | 4,607 
190 | 110,0 4,599 
19,0 111.2 4.618 
20,5 = |) 1110 | 4,606 
225 = || 111,7 4,605 


Mittel: 19,1 — | Mittel: 4,607 


(Auf Grund etwas anderer Voraussetzungen hatten Michaelis und 
Kriiger') gefunden: 4,616.) 


4. Der Einflu8 der Neutralsalze auf die Aktivitit der H-Ionen. 
a) HCl-Lésungen. 
n/500-Lésungen von HCl wurden bei Gegenwart von Neutral- 
salzen verschiedener Art und Konzentration mit der Gaskette gemessen 
| In und die in folgender Tabelle III 





Se Oe ot SESE TE I (Abb. 2) dargestellten Werte er- 
halten. Es sei gleich bemerkt, 
daB der besonders groBe Einfluss 
des NaCl nicht auf einer Unrein- 
heit des Praparates beruhen kann. 
Denn ein aus dem _ benutzten 
EOS. Praparat (Kahlbaum) nochmals 
Abb. 2. Abszisse: Konzentration des Salzes, umkristallisiertes Praparat ergab 
welches einer n/500 HCl-Lésung zugefiigt wird. mit den ersten Messungen ab- 
ae ne solut identische Werte. 

Wir bemerken eine deutliche Ionenreihe; die spezifische Natur 
der Ionen kommt in sehr auffialliger Weise zum Ausdruck. Wir haben 
das auffillige Resultat, daB die Aktivitat der H-Ionen durch Zusatz 
von NaCl in héheren Konzentrationen > 1 wird. Wir kénnen dieses 
Verhalten am einfachsten durch folgende Darstellung begreiflich machen : 
eine starke NaCl-Lésung verhilt sich wie ein Lésungsmittel von gréBerer 
Dielektrizitatskonstante als Wasser, und daher wie ein Medium, gegen 
welches Wasserstoff einen anderen ,,elektrolytischen Lésungsdruck“ 
als gegen salzfreies Wasser hat. Eine ,,Konzentrationskette“ zwischen 
einer salzarmen wisserigen Lésung und einer NaCl-haltigen wiisserigen 

















1) Diese Zeitschr. 119, 307, 1921. 
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Tabelle III. py der n/500 HCl beim Zusatz verschiedener Salze in ver- 
schiedenen Konzentrationen (auf das p, der n/500 HCl = 2,699 bezogen). 





Konzentration der icine Salze 


Arten der Salze Rapes 

0C O1ln | 015n 0,2 n 04n 0,8 n 10n 
Melle os OS | 190 2,717 | 2,721 | 2,721 | 2,702 | 2651) — 
BO ag ek } 19,0 2,725 | 2,721 | 2,717 | 2,699 | 2,647) — 
Peg | 19,0 2721 — | 2,739 2,699/ 2,651; — 
ee Oe | 190 | 2.721 | 2,720 | 2,721 | 2,699 | 2,639 | 2,505 
WE _ 2,721 | 2,721 | 2,722 | 2,700 | 2,647 | 2.595 
ere ne 19,0 2,720 | 2,742 | 2,742 | 2,730 | 2,708 | — 
KCL... .... || 190 _| 2,742 | 2,761 | 2,751 | 2,734 | 2,716 | 2,704 
eee ee 2,781 2,747 2,747 | 2,782 | 2,712 | 2,704 
a Eee 18,5 2,777 | 2,773 2,786 | 2,829| 2889, — 
ESS 17,5 2.751 2,770 2,777 | 2,788 | 2.803, — 
MM. 6x. ~ 2,764 | 2,772 | 2,782 2,800 | 2.846, — 
Me. 18,0 2,720 | 2,720 2,729 | 2,715 2,701) — 
ee 18,0 2,720 | 2,720 | 2,731 2,717 | 2,707 | — 
eee _ 2,720 | 2,720 2,730 | 2,716 2,704, — 


Lésung ist daher nicht mehr eine Konzentrationskette im strengen 
Sinne; die elektrolytischen Lésungsdrucke der beiden Elektroden 
sind einander nicht ganz gleich. Wenn wir eine solche Kette dennoch 
als Konzentrationskette behandeln, d.h. wenn wir die elektrolytischen 
Lésungsdrucke der beiden Elektroden einander gleichsetzen, so erhalten 
wir unter Umstianden einen ,,Aktivitatsfaktor‘‘ > 1. 


b) Saure Pufferlésungen. 

Etwas anders gestaltet sich der EinfluB der Neutralsalze, wenn 
man sie zu verdiinnten Pufferlésungen zugibt. In verdiinnten HCl- 
Lésungen ist die Saure stets total dissoziiert, der Einflu8 der Salze 
ist eine reine Beeinflussung der Aktivitdt der H-Ionen. Fiigt man aber 
zu einem Acetatpuffer ein Neutralsalz, so ist der Einflu®B des Salzes 
ein doppelter. Erstens wird die Aktivitat der Acetationen, zweitens 
die der H-Ionen geiindert, und zwar ist der Betrag der Anderung fiir die 
Acetationen und fiir die H-Ionen wahrscheinlich verschieden; dadurch 
wird das Dissoziationsgleichgewicht der Essigsiure verschoben ; es wird 
gleichsam die Dissoziationskonstante der Essigsiure vergréBert. In der 
Tat ist der EinfluB der Salze bei Puffern (Acetat- oder Lactatpuffern) 
deutlich verschieden von dem bei der HCl, wie die folgenden Tabellen 
und Diagramme zeigen. Die bei der HCl auffillige Sonderstellung des 
Na verschwindet hier, die Ionenreihe ist einfach die natiirliche Reihe 

Rb K Na Li, 
und zwar in dem Sinne, daB Rb am schwiichsten, Li am stirksten wirkt. 
Dies gilt in gleicher Weise fiir Acetat- wie fiir Lactatpuffer und, wie 
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wir unter Benutzung der friiheren Untersuchung von Michaelis und 
Kriiger hinzufiigen koénnen, auch fiir Phosphatpuffer. 
47 
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NaCl 
NaCl 
NaCl 
NaCl 
Mittel . 
1 ee 
BG 
Mittel | 
Licl 
| LiCl 
425 33 | ; Mittel 


Q5 40 0 05 10 
Salzkonzertration ——» Salzkonzertraton ——»= RbCl 


Abb. 3. Abszisse: Konzentration des Salzes, Abb.4. Wie Abb. 3, nur ist statt Essigsiure zu [— RbCl 

welches einem Gemisch von nj100 Essigsiure — setzen Milchsaure, statt Natriumacetat Natrium. [— : 

+ n{l00 Natriumacetat zugefiigt wird. Ordie lactat. Mittel 
nate: pry. 


Die folgenden Berechnungen (Tabelle IV und V) wurden auf das 4 D 
Py des Standardacetats = 4,607 bezogen. Bei unseren Messungen — daf di 
wurde es so eingerichtet, daB das Verhiltnis von Alkalisalz zu freier iiberkr 
Saiure immer 1:1 betriigt. Daher kann man die gemessene [H’] gleich Versuc 
der Dissoziationskonstante (eventuell der auf den jeweiligen Salzgehalt [> wir dc 
,reduzierten Dissoziationskonstante) setzen. > unerka 
Phosp! 
gegen\ 


Konzentration dur zugesetzten Salze 4 Result 
- ohne Salze 

















Tabelle IV. py, der m/100 Lésung von Natriumacetat + Essigsiure. 





Arten der Salze Temperatur HS SI LETS 
(°C) 0,1 n | 0,5 n | 10n 
145 i te a 4,695 
14.5 _ —: — 4.695 


Mittel . — | — — — 4,695 


14,5 4606 4,503 
Nacl......| 45 | 4608 | 4503 — 


— | 4607 | 4503 


14,5 4,630 4,572 
145 | 4630 | 4,572 
— | 4630 | 4572 
145 | 4566 | 4379 
145 | 4,568 4.379 
— | 4567 | 49879 
14s | 4aeso | 4588 
_145 4,630 | 4,686 


4,630 4,587 




















und 






Tabelle V. 
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Arten der Salze 


Tems 
peratur 


(°C) 








Konzentration der zugesetzten Salze 


0,02n 0,05n Ol n 











0,15 n 








02n 











04n 


Py der m/100 Lésung von Natriumlaktat + Milchsaure. 


O8n 





Obne 
Salz 





7 NaCl | 130 — | — 3,689 3,554 3,541 3,471 3,365 3,677 
NaCl | 130 | — | — | 3575 | 3,543 3,527 | 3,451 3,345 3,693 

| NaCl | 130 | — | — | 3.588 | 3,554 | 3,531 | 3,461 | 3,364 3,702 
al OE we | ee: fe et ee 
Mittl...|/ — || — | — | 3,584| 3,550 | 3,633 | 3,467 | 3,368 | — 

| | 

ee, AE oe 1 pede serch ten. bee tn or 
KCl... .| 195 |3619\3506|/3573; — | — | — | — | 36ss 
Mitel. . .|| — || 3,619| 3698/3573; — | — | 3,529; — || — 

LiCl i ee ee eee eee 
LiCl...) 195 | 3,600/ 3560/3516, — (3,452 3,666) — | 3,655 

| Mittel. ..) — | 3,600 | 3,560 3,516 — 3,452 | 3,666, — || — 
RbCl 1A elie fee 8. 

og RbCl 19,5 3,624 | 3,602 | 3,581 | 3,569 3,564 | 3,557. — || 3,655 
Mittel. ..  — | 3,624 | 3,602 | 3,581 | 3,569 | 3,564 | 3,549, — | 3,676 





















las Das einzige Auffallige ist nur bei den Versuchen mit Lactaten, Me 4 
en daB die NaCl-Kurve ganz am Anfang die Kurven fiir RbCl und KCl ei 
ier —— iiberkreuzt. Da nur ein einziger (wenn auch mehrfach bestatigter) : 
ch Versuchspunkt diese Kreuzung notwendig erscheinen laBt, méchten 

ut ff} wir doch als wahrscheinlich hinstellen, daB hier ein systematischer, 


unerkannter Versuchsfehler vorliegt; weder bei Acetat noch bei 
Phosphat!) zeigte sich ein solches abnormes Verhatten. Man ver- 
gegenwirtige sich, daB ein Versuchsfehler von nur 1 Millivolt dieses 
Resultat hervortiiuschen kann. 











5. Der Einflu8 der Salze auf die H-Ionenaktivitét in NaOH. 

- Eine etwa n/10 CO,-freie Natronlauge wurde nach der Vorschrift 
von Sérensen aus gesittigter Lauge bereitet, mit CO,-freiem Wasser 
kurz vor dem Gebrauch zu geeigneter Konzentration verdiinnt und 
unter méglichsten Kautelen gegen Verunreinigung durch die CO, der 
Luft behandelt. Hierbei erwies sich als notwendig, den Wasserstoff 
auBer der gewodhnlichen Reinigung (Permanganat, Sublimat) auch 
noch mit Lauge zu waschen, um die letzten Reste CO, zu entfernen. 
' Bevor wir diese VorsichtsmaBregel anzuwenden gelernt hatten, er- 
F lebten wir es nicht selten, daB das Potential bei wiederholtem Durch- 
leiten des H, wenig, aber deutlich und immer weiter abfiel. Nach 
Anwendung dieses Kunstgriffes dagegen stellte sich die Lauge genau 











1) L. Michaelis und A. Kriiger, |. c. 
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so schnell und sicher ein wie HCl. Die Resultate finden sich in der | 


Tabelle VI und im Diagramm Abb. 5. 


Tabelle VI. 
Temperatur 17,0°. 





- P. D. der Lauge gegen die | P PD, Differenz 
Konzens Siandardecetattlektrode P. D. (berechnet berechneter Werte | PH (aus 


tration der | : on | fd. konstanten °° . dem beob: 
Lauge in beobachtet iavets) Aktivitatsfaktor SS achteten 


MoljLiter == 1) (Millivolt) Mittelwert) 


1. Versuchsreihe|2. Versuchsreibe i 


486.7 | 486,7 (489,9) +32 13,142 
461.7 | 461.7 || 4624 | 12,636 
me 4502 | 4496 | 12.436 
o 4387 || 47,8 12,237 

433,0 432.7 | 4322 12,105 

404.4 4047 | 4047 | 11,618 

nit 391,7. | 3918 11,396 
Xie || 9780 3730 | 3745 | (11,071) 
sie 354,4 353,0 | (356,8) (10,737) 
sa 343.4 337,4 | (47,0) (+ 6,6) (10,593) 





Innerhalb des Intervalls von n/30 bis n/500 Lauge sind wir auf 
Grund der Messungen nicht imstande zu behaupten, daB der Aktivitits- 
a5 koeffizient der H’-Ionen einen 
Gang habe, und wir bestitigen 
das Resultat, welches wir fiir 
HCl-Lésungen gewonnen hatten, 
auch fiir NaOH-Lésungen. Die 
gréberen Abweichungen bei den 
héchsten Verdiinnungen - sind 
| durch unvermeidliche Verunrei- 
y 3 + ‘J nigungen mit CO,, welche trotz 
Abb. 5. Wie Abb. 1, nur ist statt HCl zu setzen aller VorsichtsmaBregeln zu er- 

NeOH, warten sind, wohl erklart. 

Die zweite Frage ist nun, wie die Aktivitét der OH-Ionen sich 
hier verhalt. Wir haben bisher keine zuverlissige elektrometrische 
Methode, um dies zu untersuchen, da es eine verlaBliche Sauerstoff- 
elektrode leider bisher nicht gibt, wenigstens fiir die hohen Anspriiche 
an Exaktheit, die man fiir diese Frage stellen muB. Wir werden hierauf 
bei dem Kapitel der Dissoziationskonstante des Wassers zuriickkommen. 

Der EinfluB der Neutralsalze auf die H’-Ionenaktivitét in NaOH 
wurde nur in einer Serie mit NaCl untersucht, und es zeigte sich, dal 
dieser Einflu8 viel gréBer ist als bei HCl. Bei der Deutung dieses Er- 
gebnisses stoBen wir auf eine groBe Schwierigkeit. Durch die Kon- 
zentration der gelésten Na’-Ionen ist naturgemaB direkt nur die Kon- 
zentration und Aktivitait der OH'-Ionen festgelegt; die Aktivitat der 
H’-Ionen richtet sich sekundir erst nach den OH’-Ionen. Der starke 
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1 der Gang der H’-Aktivitaét dirfte also wohl so zu erkliren sein, dab die 
0 H’-Aktivitaét viel starker von der NaCl-Konzentration abhangig ist, 
als die H’-Aktivitat gemaB den Versuchen mit HCl, und daB die 
sekundare Folge hiervon ein starker Gang der H’-Konzentration mit 
steigendem Salzzusatz ist. 


Die Versuche ergaben namlich: 



































ye€0b 
eten Tabelle VI BE 
wert) $$$ _ - 

P.D. gegen die gesattigte Kalomelelektrode (Millivolt) 
Ae saa NaOH oH 500 NaOH 
eo | ) | 0 Nac | 
Ze °C nj500 NaOH | Nac ise Necl + 0.2n NaCl 
518) a = 
37 
05 18,0 898,0 897,2 | 896,3 
18 18,5 906,0 | 899,0 | 897,5 897,0 
96 19,0 906,8 899.5 | 897.5 896,2 
71) 20,5 905,8 | 898,5 897,0 895,5 
37) Rs SO OE) 
93) Mittel: 19,7 906.0 898,7 897,0 896,1 





In Abb. 6 ist dieses Verhalten in folgender Weise graphisch dar- 
gestellt. Die Abszisse ist die Konzentration des NaCl, die Ordinate 


















































nen der Potentialunterschied der NaCl- « 
. ~ . Sa :O 5 T . 
gen haltigen n/500 NaOH gegen die ds a T i 
fiir reine n/500 NaOH. Zum Vergleich 3 ’ ee 
S 
en, ist in dieselbe Abb. 6 nach MaB- » { § 
Die gabe der oben beschriebenen Ver- S 
len suche die Kurve fiir n/500 HCl mit S or om — B T 
ind steigendem Zusatz von NaCl ein- } 8 
: A e x 
rel. getragen. Auf einem anderen Ordi- * & a 
. . . i 
ot natenmaBstab dieses Diagramms ist ™ | ae 
er- der Potentialunterschied in den py- i) BTS peas F 
Unterschied transformiert. Man G2+ \ - , 
4 . . . . 47/7 en 
ich erkennt, wie verschieden sich die Nall —> 
‘he pu-Anderung durch Salzzusatz einer- Abb.6. Abszisse: Konzentration des NaCl, 
ff. m A . welche einer n|500 HCI (obere Kurve) bzw. 
seits in HCl, andererseits in NaOH  ciner 1/500 NaOH (untere Kurve) zugefiigt 
he verhalt. werden. Ordinate: Potentialunterschied (bzw. 
f - ? P py Unterschied) gegen die salzfreie Saure 
vu Demgegeniiber erinnern’ wir baw. Lauge. 
‘n. jetzt nochmals an den Befund, daf 
4H in salzfreier NaOH innerhalb des Konzentrationsbereichs von etwa 
al} n/30 bis n/1000 ein Gang des Aktivitatsfaktors der H-Ionen nicht 





zu bemerken war. Wir diirfen mit einiger Wahrscheinlichkeit daraus 
schlieBen, daB in diesem Bereich auch der Aktivitatsfaktor der OH- 
Ionen keinen merklichen Gang hat; anderenfalls hatte namlich die 
Dissoziationskonstante des Wassers in diesem Bereich der Laugen- 
konzentration einen Gang, und das ist recht unwahrscheinlich (siehe 
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weiter unten.) Hieraus dirfen wir wiederum schlieBen, daB wenigstens 
in salzfreier Lésung die Lauge in diesem Konzentrationsbereich sich 
ebenso wie HCl verhalt, d. h. daB sie nicht nur total dissoziiert ist. 
sondern da auch die OH'-Ionen stets praktisch den Alktivitiitsfaktor 
1 haben. Dieser SchluB, ist nicht vollkommen iberzeugend; aber 
eine andere Methode, um iiber die Aktivitat der OH-Ionen durch 
Potentialmessungen AufschluB zu erhalten, besitzen wir vorlaufig nicht, 
und wir setzen deshalb im folgenden die Aktivitéit der OH-Ionen in einer 
sehr verdiinnten salzfreien NaOH genau gleich der Konzentration der 
Lauge. 


6. Die Dissoziationskonstante des Wassers. 

Nunmehr haben wir alle Daten, um die Dissoziationskonstante 
des Wassers, k,, wenigstens bei Abwesenheit gréBerer Salzmengen zu 
berechnen. Denn wir kénnen z. B. in einer n/500 NaOH nach den 
vorangegangenen Kapiteln sowohl die Aktivitit der H-Ionen wie der 
OH-Ionen bestimmen. Berechnen wir k, unter Zugrundelegung von 
NaOH verschiedener Konzentration, so ergibt sich mit Benutzung 
der Daten von Tabelle VI: 


Tabelle VIII. 
Temperatur 17,0° C. 





Konzen- | Pon | | 
| PH nach | PH + Pou \ Be nerkung 


tration der | berechnet 50 
NaOH || Tebelle VI | xspitelS | — Phe 


Verworfen wegen zu hoher Konzentration 
der Lauge 


1/19 || 18,142 1,000 | [14,142] 
M/s9 12,636 1477 | 1413 

1/0 me —_ ie oe Mittelwert : 

/ ’ ’ 3] | , 0 — : 
jo = «d 0B | 2000«14,105 ny beh LO: pe SAA: 
1 ee 11,618 2,477 14,095 mittlerer Fehler — + 0,02 


"/ 500 11,396 2,699 14,095 


1/000 = |_—«22:1, 071 3,000 = [14,071] | Verworfen wegen zu niederer 
“/ooyo | (10,737 | =3,301 | [14,038] || Konzentration der Lauge 
‘/so00 |-«:10,693 | «3,477 ~|«[14,070} || (CO,-Verunreinigung!) 


Die Grundannahmen, auf denen diese Berechnung beruht, sind, 
daB sowohl in einer HCl wie in einer NaOH von der Konzentration 
<n/30 die Dissoziation total und der Aktivititsfaktor der H’- und 
der OH’-Ionen praktisch gleich 1 sei. Die letztere Annahme ist zweifellos 
nicht vollig exakt; die Beriicksichtigung dieses Umstandes bewirkt, 
daB unser Wert fiir pk, nur als Minimalwert zu betrachten ist. Nehmen 
wir z. B. an, daB der Aktivitatsfaktor sowohl fiir die H’-Ionen der 
HCl, wie fiir die OH’-Ionen der NaOH je gleich 0,95 sei, so wiirde 
das den Wert von pk, um 0,044 erhéhen. Wir diirfen also die zweite 
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Dezimale unseres Wertes als um einige Stellen unsicher betrachten, 
und zwar wahrscheinlich eher um einige Stellen zu klein als zu groB, 
und setzen daher fiir 





17°: . nk, = 14,18, 

18°: pk, = 14,10, 
und kommen daher zu fast demselben Resultat wie Sdérensen (14,14 
fiir 18°) und Michaelis (14,13 fiir 18°) auf Grund der friiheren Messungen, 
denen Leitfahigkeitsdaten zur Berechnung der Dissoziationsgrade 
zugrunde gelegt worden waren. Es folgt daraus das sehr angenehme 
Resultat, daB die friiheren Werte von k, ohne Korrektur weiter benutzt 
werden diirfen. 










7. Der Einflu8 der gelésten Elektrolyte auf die Dissoziationskonstante 
des Wassers. 






Die soeben gewonnenen Werte fiir k, sind durch Messungen an 
sehr verdiinnter und salzfreier Lauge gewonnen. Es fragt sich nun, 
ob und in welchem Betrage k, durch geléste Salze beeinfluBt wird. 
Das Problem scheint zunichst leicht lésbar, wenn wir p, und pop, in 
einer salzhaltigen, verdiinnten Lauge experimentell bestimmen. Fir + 3 
Py ist dies auch leicht ausfiihrbar; aber, wie wir sahen, gibt es keine iad 
direkte elektrometrische Methode, um pp, zu messen. Die Annahmen, 
welche in verdiinnter salzfreier Lauge poy zu berechnen gestatteten, 
treffen fiir salzhaltige Lauge nicht mehr zu. Wir brauchten also not- 
wendigerweise eine exakt arbeitende Sauerstoffelektrode, und diese 
besitzen wir nicht. Somit ist die gestellte Frage bisher auf experi- 
mentellem Wege nicht zu lésen. 

Es sei daher der Versuch einer theoretischen Lésung auf Grund 
der Thermodynamik gestattet. Die Erfahrung zeigt, wie wir sahen, 
daB eine Kette etwa von der Art 













0,001 n HCl | 


+ 0,1 n NaCl | By Ps 


H,, Pt 





0,001 n HCl | 








Lésung A Lésung B 





eine gewisse, von null verschiedene elektromotorische Kraft hat, selbst 
unter der Voraussetzung, da das Diffusionspotential an der Grenze A/B 
durch Einschaltung geeigneter Fliissigkeitsverbindungen vollig ver- 
nichtet ist. Als Ursache fiir diese EMK nahmen wir an, daB die Akti- 
vitat der von der HCl herrithrenden H-Ionen durch das Salz ver- 
andert werde. 

Denken wir uns folgende Anordnung. Lésung A und Lésung B 
seien voneinander durch eine Membran getrennt, welche Wasser und 
die H’- und OH’-Ionen durchlasse, aber keinerlei andere Lonenarten. 
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Eine solche Membran wird durch eine diinne Glaswand nahezu realisiert, 
wenn wir der Theorie von F. Haber itiber das Wesen der Glaskette 
folgen. Dieser erklart die elektromotorische Wirksamkeit einer Glas- 
wand, welche zwischen zwei Lésungen verschiedener Aziditat ein- 
geschaltet ist, damit, daB er das Glas fiir Wasser und dessen Ionen, 
nicht aber fiir andere Ionen durchlassig betrachtet. — Das Niveau 
der beiden Lésungen rechts und links von der Glaswand stellen wir 
so ein, daB der Unterschied des osmotischen Druckes kompensiert 
ist, so daB keine Wasserendosmose stattfindet. Nun stecken wir in 
Lésung A und B je eine H,-Pt-Elektrode. SchlieBen wir diese metallisch, 
so kann kein elektrischer Strom flieBen, solange das System isotherm 
ist, weil chemisches Gleichgewicht herrscht. Da aber die beiden Elek- 
troden ohne die Glasmembran, wie wir sahen, eine P. D. gegeneinander 
haben, mu8 die Glasmembran der Sitz einer entgegengesetzt gleichen 
P. D. sein. Ein solches Membranpotential kann nun auch nach der 
Donnanschen Theorie behandelt werden, mit der Modifikation, da’ 
wir die lIonenaktivititen statt der Konzentrationen einsetzen, und 
diese sagt aus, da} das Membranpotential ¢ 
6 = RTin™ = RTIn®?, 
ay b, 

wo a, die Aktivitat einer permeablen, sonst aber beliebigen positiven 
Ionenart diesseits der Membran, a, dieselbe jenseits der Membran 
ist, und wo 6, die Aktivitaét einer permeablen, sonst aber beliebigen 
negativen Ionenart diesseits, b, jenseits der Membran ist. Sei also a 
bezogen auf H-Ionen, 6 auf OH-Ionen, so folgt 


a _ 
a, 6, 


oder 
a,b, = agby. 


In Worten: Das Ionenprodukt des Wassers, d. h. ky, ist unabhiingig 
vom Salzgehalt. 

Vielleicht ist es aber nicht berechtigt, die Realisierbarkeit einer 
nur fir H- und OH-Ionen durchlassigen Membran anzunehmen; 
moglicherweise ist die Glasmembran itiberhaupt nur fiir H-Ionen, nicht 
fiir OH-Ionen durchlassig. Fir diesen Fall gibt es eine andere 
thermodynamische Uberlegung, welche zu dem gleichen Resultat 
fiihrt. Denken wir uns eine Knallgaskette, also eine Kette aus einer 
Wasserstoff- und einer Sauerstoffelektrode, welche wir in eine, aber 
eine beliebige Lésung tauchen. Die EMK dieser Kette ist unabhingig 
von der Natur dieser beliebigen Lésung, sofern nur der Wasserdampf- 
druck iiber derselben praktisch gleich bleibt. Ist diese Lésung einmal 
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eine diinne, salzfreie Mineralsiurelésung, ein zweites Mal dieselbe Lésung 
mit Zusatz eines Neutralsalzes, so wissen wir, daB die EMK der Kette 
durch das Salz nicht geaindert wird, daB aber das Potential der H,- 
Elektrode geiindert wird. Also mu8 auch das Potential der O,-Elektrode 
sich um den gleichen Betrag andern. Beriicksichtigen wir die Vor 
geichen dieser Anderungen und schreiben wir die Anderung des H,- 
Potentials einer Verringerung der H-Ionen-Aktivitat um einen be- 
stimmten Bruchteil zu, so miissen wir notwendigerweise sagen, daf 
die Aktivitat der OH-Ionen um den gleichen Bruchteil zunimmt. 
Natiirlich ist dies eine reine Rechenmanipulation, wie ja wahrscheinlich 
die Annahme einer bestimmten OH’-Konzentration in einer sauren 
Lésung iiberhaupt nur eine RechengréBe bedeutet. Das Resultat ist 
jedenfalls, da das Produkt der Ionenaktivitaten des Wassers un- 
abhingig vom Salzgehalt ist, solange die durch den Salzzusatz be- 
wirkte relative Anderung des Dampfdrucks des Wassers vernachlissigt 
werden kann. ‘ 

In der Physiologie ist das Bediirfnis der Kenntnis von &,, in salz- 
haltigen Lésungen gréRer als das in fast salzfreien Liésungen. Erst 
die letzteren Betrachtungen geben uns die Berechtigung, die fiir salz- 
arme Liésungen gefundenen Werte von k, auf physiologische Salz- 
lésungen anzuwenden; eine einwandfreie, direkt experimentelle Messung 


von k, in salzhaltigen Lésungen ist bis heute nicht exakt médglich. 
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Uber die Diastase aktivierende Kraft des Serums. 
Zugleich ein Beitrag zur Frage iiber die Rolle des Pankreas 
im Kohlenhydratstoffwechsel. 


Von 
Torao Koga (Osaka, Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf -Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1923.) 


Wenn man menschlichen Speichel oder Duodenalsaft, der ja in 
der Hauptsache aus Pankreassaft besteht, auf Amylase untersucht, 
so findet man stets groBe Mengen dieses’: Ferments in ihm enthalten. 
Seine Wirkung aber ist noch keineswegs eine optimale. Denn es gelingt, 
durch Zusatz von Kochsalz den Effekt um etwa 100 Proz. zu erhéhen. 
Eine noch weit gréBere Wirkung erzielt man aber, wenn man statt 
in Gegenwart von Kochsalz die Amylase dieser Sekrete in Gegenwart 
von verdiinntem Blutserum wirken la8t. Stellt man _beispielsweise 
nach dem Verfahren von Wohlgemuth einen Reihenversuch mit 
destilliertem Wasser und einen zweiten Reihenversuch mit verdiinntem 
Serum an, so findet man, daB die Wirkung der Serumreihe meist acht- 
mal so stark ist wie die Wasserreihe. Es geniigen schon ganz geringe 
Mengen Serum, um diesen Effekt zu erzielen. 

Auf diesen enorm aktivierenden Einflu8 des Blutserums auf 
Speichel- und Pankreasdiastase hat bereits Wohlgemuth!) aufmerksam 
gemacht, und er hat gezeigt, daB ebenso wie Serum auch OrganpreBsiifte 
befahigt sind, die Amylase in hohem MaBe zu aktivieren. Uber dieses 
wirksame Agens des Serums herrscht aber bis jetzt noch keine Klarheit. 
Ich habe mich deshalb zunichst bemiht, die Natur und die Eigen- 
schaft dieses Aktivators naher zu erforschen. 

Bei seinen diesbeziiglichen Versuchen hat Wohlgemuth?) als Diastase- 
lésung normalen Menschenpankreassaft benutzt, bei allen hier an- 
gefiihrten Versuchen habe ich statt menschlichen Pankreassaftes eine 
2proz. Pankreatinlésung als Standardlésung verwendet, die in folgender 


1) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 38, 303, 1911. 
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Weise hergestellt wurde. Eine bestimmte Menge von Pankreatin- 
pulver — 2g — wurden in 50 ccm destillierten Wassers aufgelést und 
alle 15 Minuten wahrend mehrerer Stunden gut durchgeschiittelt, 
dann 24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Am nichsten Tage wurde 
die Lésung scharf zentrifugiert und die klar erhaltene Fliissigkeit ab- 
gegossen und mit Glycerin bis auf 100 cem gebracht, und dann ordentlich 
durchgemischt und wiederum wihrend einiger Tage im Eisschrank 
aufbewahrt; dann wurde sie durch Filterpapier abfiltriert und wahrend 
der Benutzungszeit immer im Eisschrank gehalten. 

Die in dieser Weise gewonnene Standardlésung besitzt starke 
diastatische Eigenschaften; sie wurde wie die menschliche Pankreas- 
diastase von Kochsalz und Serum ebenfalls in stark positiver Weise 
beeinfluBt. Als Priifungsmethode der aktivierenden Wirkung von 
Serum, Kochsalz und anderen Substanzen habe ich stets die Methode 
von Wohlgemuth!) angewandt. 

Bei der Priifung des Aktivierungsvermégens von Kochsalz und 
von Serum bin ich stets so vorgegangen, daB ich absteigende Mengen 
der Pankreatinlésung auf drei Reihen Reagenzgliser verteilte und zu 
der einen Reihe je 1 ccm einer 1 proz. Kochsalzlésung, zu der zweiten 
je leem von zehnfach verdiinntem Serum und zur Kontrollreihe je 
1,0 cem destilliertes Wasser zusetzte. Dann beschickte ich alle Glaschen 


mit 5,0ccm einer 1 proz. Starkelésung. Nun kamen die drei Reihen 
fir 1 Stunde in ein Wasserbad von 38°C, und nach Ablauf der Frist 
wurde der Versuch in der iiblichen Weise zu Ende gefiihrt. 

Das Resultat eines solchen Versuches findet sich in Tabelle I. 


Tabelle I. 








| ‘ ; | 
Ferment: ee Pry; _ Kontrollreihe 


titans NaCl Serum + 1,0 H,O 


10 ms 
0,5 + 
0,25 + 
0,125 + 
0,062 + 
0,031 + 
0.016 is 
0,008 


OP cil 
D® = 160 


Wie aus diesem Versuche hervorgeht, fallt die diastatische Wirkung 
bei Gegenwart von Kochsalz zweimal und bei Gegenwart von Serum 
achtmal stiirker aus als bei dem Kontrollversuch ohne einen Aktivator. 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1892. 
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Die aktivierende Wirkung des Serums ist viermal starker als 
diejenige des NaCl. Es zeigen sich hier die gleichen Verhiltnisse wie 
bei der Aktivierung der menschlichen Pankreasdiastase, die ebenfalls 
unter dem Einflu8 von Serum eine vierfache Verstirkung erzeugt, 
wie aus der Tabelle II hervorgeht. 


Tabelle II. 
Die Wirkung von Serum auf den menschlichen Duodenalsaft. 





Duodenalsaft 1 Proz. NaCl Serum (1:10) | Aq. dest. 
von Menschen 1,0 com 1,0 ccm 1,0 com 
1,0 
0,5 
0,25 
0,125 
0,062 
0,031 
0,016 
0,008 
0,004 
0,002 
0,001 


217 ted 


Af F+tt++4+4 | 
bid F++4+4++4+ 


[+++++++++4 | 


> 
~ 
So 
to 
or 
3 


320 

Wie aus diesem Versuche und anderen zahlreichen Versuchen 
gleicher Art hervorgeht, iibt das Serum eine vierfach stirkere akti- 
vierende Wirkung als Kochsalzlésung auf den menschlichen Duodenal- 
saft aus. Da auch die Standardlésung durch Serum in gleichem Ausmal 
verstarkt wird, habe ich fiir meine weiteren Versuche stets die Standard- 
losung benutzt. 

Da das Serum auBer Kochsalz noch andere Salze enthalt, babe 
ich Versuche angestellt, um die Rolle auch dieser anderen Salze zu 
ermitteln. Einen ahnlichen Salzgehalt wie das Serum besitzen die 
Ringer-, Tyrode- und Normosallésung. Fiir meine Versuche habe ich 
die letztere gewahlt, die in 1 proz. Lésung nach Angaben von Straub!) 
genau dem Salzgehalt des Serums entsprechen soll. Um nun ibre 
Wirkung auf die Diastase zu vergleichen mit der des Serums und mit 
Kochsalz allein, wurden in der oben beschriebenen Weise drei Versuchs- 
reihen angesetzt, die eine mit je 1,0 ccm zehnfach verdiinntem Serum, 
die zweite mit je 1,0cem lproz. Normosallésung und die dritte mit 
je 1,0cem lproz. Kochsalzlésung. Das Resultat dieser drei Versuche 
gibt Tabelle III wieder. 

Wie aus diesem Versuche hervorgeht, zeigt die 1 proz. Normosal- 
. lésung bei 38° wihrend einer Stunde eine achtfach stiirkere Aktivierung 


1) Straub, Miinch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 9. 
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Tabelle III. 





Ferment: || 1 ccm | + lecm 1 proz. + lccm 
menge || (1:10) Serum | Normosal 1 proz. ClNa 


10 
0,5 

0,125 
0,062 
0,031 
0.016 
0,008 


D* = | 80 160 


[++++++4+ 


als eine lproz. ClNa und eine zweifach starkere als eine zehnfach ver- 
dinte Serumlésung. Weitere Versuche habe ich angestellt, um die 
aktivierende Wirkung des Normosals und des Serums bei gleichen 
Salzkonzentrationen zu vergleichen, da im vorigen Versuche die Salz- 
konzentration bei der 1 proz. Normosallésung zehnmal gréBer als bei 
dem zehnfach verdiinnten Serum ist. Zu diesem Zwecke wurde die 
1proz. Normosallésung auf das Zehnfache verdiinnt und die gleichen 
Versuche wie oben ausgefiihrt. Ein solcher Versuch findet sich in 


Tabelle IV. 
Tabelle IV. 





Ferment- + lecm + 1 com (1:10) + lecm 
menge (1: 10) Serum | 1 proz. Normosal 1 proz. CINa 


1,0 
0.5 
0,25 
0,125 
0,062 
0,031 
0,016 


Dx = 80 40 | 20 


+ 


oo 
aa 


LV +++++ 


Wie aus diesem Versuche hervorgeht, ist die aktivierende Wirkung 
der 1 proz. Normosallésung nach zehnfacher Verdiinnung nur zweimal 
stirker als Kochsalzlésung, dagegen nur halb so stark wie die zehnfach 
verdiinnte Serumlésung. 

Um die Verhialtnisse klarer zum Ausdruck zu bringen, habe ich 
versucht, sowohl von Serum wie von Normosal die kleinste noch eben 
aktivierende Menge zu ermitteln, und habe mich dabei des Einreihen- 
verfahrens nach Wohlgemuth') bedient. Ich bin dabei so vorgegangen, 
daB ich zunichst die Limesmenge der Standardlésung feststellte. Unter 
der Limesmenge verstehe ich mit Wohlgemuth diejenige Fermentmenge, 
bei der in einstiindiger Versuchsdauer 5,0 cem lproz. Starkelésung 
nicht ganz bis zum Erythrodextrin abgebaut wurde, wo also auf Zusatz 


1) J. Wohlgemuth, GrundriB der Fermentmethoden, Berlin, Verlag 
Julius Springer 1913, 8. 50. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 
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von Jod die erste blaue bzw. violette Farbe in der ganzen Reihe auftritt- 
Fir meine Standardlésung ergab sich unter Verwendung von 1 proz. 
Kochsalzlésung zur Herstellung der Verdiinnungen meistenteils das 
fiinfte Glaschen der Reihe als Limes mit einem Fermentgehalt you 
0,062 ccm. Das entspricht einer 16fachen Verdiinnung.  Alsdann 
wurde mit dem zu untersuchenden Serum eine absteigende Reihe in 
der iiblichen Weise unter Verwendung von Kochsalz angesetzt, 2 
jedem Glaschen 1,0 cem der 16fach verdiinnten Standardlésung und 
5,0 ccm einer I proz. Starkelésung zugefiigt und der Versuch wie sonst 
zu Ende gefiihrt. Als Beleg fiihre ich vier solcher Versuche mit ver- 
schiedenen menschlichen Sera an. 


Tabelle V. 





Serummenge | Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4 


10 
0,5 
0,25 
0,125 
0,062 
0,031 
0,016 
0,008 
0,004 


kleinste || 
Kicinste | 0,016 | 0,008 = 0,016 ~—0,008 


[+t+t++++4+4+ 
| |++++++4 


[++++++++ 


Ct +++4+++ 


Aus Tabelle V geht hervor, daB im Versuche 1 und 3 das Serum 
noch bei einer Menge von 0,016 cem, im Versuche 2 und 4 sogar noch 
bei einer Menge von 0,008 ccm imstande war, eine deutliche Akti- 
vierung zu bewirken. Diese kleinste Serummenge, die noch befihigt 
ist, die Standardlésung sichtlich zu beeinflussen, gilt als Aktivierungs- 
einheit (A.-E.), und wir berechnen nun, wieviel solcher Einheiten (A.-E.) 
in 1,0cem Serum enthalten sind. Es ergibt sich da fiir den Ver- 
such 1 und 3 der Wert A.-E. = 62,5 und fiir den Versuch 2 und 4 
A.-E. = 125. 

In der gleichen Weise habe ich nun zu verschiedenen Malen die 
Aktivierungseinheiten fiir Normosal (1 Proz.) bestimmt und bin bei 
Verwendung der gleichen Standardlésung stets zu dem Resultat ge- 
kommen A.-E. = 8. Wir ersehen hieraus erst mit voller Deutlichkeit, 
eine wie groBe Spannung zwischen der aktivierenden Kraft des Serums 
und der Normosallésung liegt. Den Versuch 1 und 3 iibertreffen dic 
Sera um das Achtfache, in Versuch 2 und 4 sogar um das 16fache 
der Normosalwirkung. 

Hieraus ergibt sich die notwendige SchluBfolgerung, daB im Serum 
neben den Salzen noch andere Substanzen enthalten sein miissen, dic 
auf die Diastase aktivierend wirken. Der Aufgabe, die Natur dieser 
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Substanzen zu ermitteln, dienten die nunmehr folgenden Unter- 
suchungen. 

Um mich genauer iiber die Natur und Eigenschaften der akti- 
vierend wirkenden Stoffe des Blutserums zu orientieren, habe ich 
zuerst mit Hilfe der Dialyse versucht, die Salze des Blutserums zu 
entfernen, und zwar in folgender Weise. 

Frisches Menschenserum wird einmal mit Wasser auf das Zehn- 
fache verdiinnt, in einer anderen Portion mit physiologischer Kochsalz- 
lésung die gleiche Verdiinnung ausgefiihrt. Beide Portionen werden 
in einem Pergamentschlauch gesondert gegen destilliertes Wasser 
48 Stunden lang dialysiert, wobei das Wasser taglich zweimal erneuert 
wurde. Nach Beendigung der Dialyse hatte der Inhalt beider Schliuche 
an Volumen etwas zugenommen und war etwas tribe geworden. Das 
zur Kontrolle im Ejisschrank aufbewahrte Serum, das vorher mit 
physiologischer Kochsalzlésung auf 1:10 verdiimnt war, wurde mit 
H,O auf das gleiche Volumen gebracht. Und nun wurde im Einreihen- 
verfahren die aktivierende Kraft der beiden dialysierten Portionen 
und des nativen Kontrollserums in der oben beschriebenen Weise 
bestimmt. Das Resultat mehrerer solcher Versuche zeigt Tabella VI. 


Tabelle VI. 





Menge des Dialysiertes Dialysiertes Dialysiert , 
gree, des | Digivnlerice | Distynicrre | Distysiorte | Natives Serum 
0,1 + iti + + 
0,05 + + oe i. 
0,025 + he ve xs 
0,0125 a — oh of. 
0,0062 _ — a — 
0,0031 — -- — -- 
(A.-E ) = 40 40 80 80 


Aus diesem Versuche geht deutlich hervor, daB durch die Dialyse 
nur ein kleiner Teil der aktivierend wirkenden Substanzen des Serums 
entfernt wird, ein groBer Teil jedoch dem Serum erhalten bleibt. Daraus 
folgt, daB die Stoffe, welche dem Serum die aktivierende Kraft ver- 
leihen, nach ihren physikalischen Eigenschaften zum kleinen Teil 
den Kristalloiden und zum gréBten Teil den Kolloiden angehdéren. 
Bei meinen weiteren Versuchen habe ich mich nun bemiht, die Natur 
dieser Kolloide naiher zu erforschen. 

Wie bekannt, sind die kolloiden Substanzen meistens elektrisch 
geladen, und zwar kénnen sie positiv oder negativ oder auch amphoter 
geladen sein. 

Von diesen Uberlegungen ausgehend, habe ich versucht, mit 
bestimmt geladenen Adsorbenizen auf die Kolloide einzuwirken. Als 

27* 
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Typus eines negativ geladenen Adsorbens gilt das Kaolin, und ich habe 
zunichst meine Versuche mit dieser Substanz angestellt. Ich ging 
dabei so vor, daB ich Hundeserum, einerseits ohne Verdiinnung, anderer. 
seits auf das Zehnfache verdiinnt, mit verschiedenen Mengen Kaolin 
versetzt, waihrend 30 Minuten im Schiittelapparat geschiittelt und 
nach Ablauf dieser Zeit zentrifugiert habe. Auch das entsprechende 
Kontrollserum allein habe ich auf 30 Minuten in die Schiittelmaschine 
gebracht und dann mit den so behandelten Sera den Aktivierungs. 
versuch in der tiblichen Weise ausgefiihrt. Das Resultat geht aus 
Tabelle VII hervor. 
Tabelle VII. 








+ 1,0 ccm + 1,0 ccm 
nag Kaolinserum natives Serum | 
enge (i: 10) (1: 10) 


1,0 | 

0.5 
0,25 
0,125 
0,062 
0,031 
0,016 


5389s 2 
Dy; ease | | 


l+++4-4+ 
L+++4+4+ 
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Wir sehen, daB die Vorbehandlung des Serums mit Kaolin ohne 
jeden EinfluB auf die aktivierende Kraft des Serums ist. Um jedem 
Irrtum zu begegnen, habe ich noch mittels des oben beschriebenen 
Einreihenverfahrens die Aktivatoreinheiten (A.-E.) vor und nach 
der Behandlung mit Kaolin, dabei mit verschiedenen Verdiinnungen 
des Serums und verschiedenen Mengen Kaolin festgestellt und auch 
bei dieser Versuchsanordnung keinen Unterschied finden kénnen. 
Dieses Ergebnis habe ich in zahlreichen Versuchen immer wieder fest- 
stellen kénnen, ganz gleichgiiltig, ob ich das Serum in zehnfacher 
oder in 20facher Verdiinnung mit Kaolin schiittelte, und ob ich Serum 
vom Menschen oder vom Kaninchen, oder vom Hammel oder vom 
Hunde untersuchte. Es folgt daraus, daB die aktivierend wirkenden 
Kolloide des Serums keine positive elektrische Ladung besitzen. 

Sodann untersuchte ich, ob dieselben Kolloide vielleicht negativ 
elektrisch geladen sind. Als Typus eines positiv geladenen Adsorbens 
gilt das Aluminiumoxyd. Ich benutzte das Mercksche Priiparat und 
fiihrte meine Versuche in der Weise aus, da8 ich zehnfach verdiinntes 
Serum mit 2 g Fasertonerde eine halbe Stunde lang im Schiittelapparat 
schiittelte, danach zentrifugierte und das klare Zentrifugat auf seine 
aktivierende Kraft untersuchte. Zum Vergleich stellte ich einen Versuch 
mit nativem Serum in der gleichen Verdiinnung und einen Kontroll- 
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versuch mit lproz. Kochsalzlésung an. Das Ergebnis einer solchen 
Untersuchung teile ich in Tabelle VIII mit. 


Tabelle VIII. 





Davisante + 1,0 com + 1,0 com 


Ay: hw + 1,0 
menge pny pg | nas _ 1 proz. NaCl 
1,0 — — ao 
0,5 + + + 
0,25 oi ‘- + 
0,125 -f- + —_ 
0,062 + + _ 
0,031 + + — 
0,016 — -- — 
pe i 160 20 


Auch hier sehen wir zunichst keinen EinfluB der Fasertonerde 
auf die aktivierende Kraft des Serums. Wenn man dagegen die feinere 
Methode des Einreihenverfahrens anwendet, tritt doch ein deutlicher 
Unterschied zutage. Als Beleg fiihre ich zwei solche Versuche an. 


Tabelle IX. 





rk oe a Versuch I Versuch II : 
meng Aluminiumserum! Natives Serum | Aluminiumserum| Natives Serum 
of 4 + 4 + 
0,05 + + + | + 
0,025 + + + oe 
0,0125 + v4 ‘nt 4 
0,0062 — +f — id 
0,0031 — ose ie aa 
A.-E. = 80 160 40 80 


Wie aus diesen beiden Versuchen hervorgeht, sind die Aktivierungs- 
einheiten durch Vorbehandlung mit Fasertonerde auf die Hialfte ver- 
mindert worden im Vergleich zu dem nativen Serum. Wir diirfen 
daraus schlieBen, daB die aktivierend wirkenden Substanzen im Serum 
wahrscheinlich zum Teil negativ elektrisch geladen sind. 

Ich habe nun versucht, noch mit einem anderen positiv geladenen 
Adsorbens die elektrisch negativen Kolloide des Serums zu fassen, und 
habe Serum mit kolloidalem Eisen behandelt. Ich ging dabei so vor, 
daB ich Serum auf das Fiinffache mit Kochsalzlésung verdiinnte und 
dann tropfenweise so viel fiinffach verdiinnte kolloidale Eisenlésung 
unter starkem Schiitteln zugab, da zum SchluB das Serum auf das 
Zehnfache verdiinnt war. Das wasserklare Filtrat wurden dann nach 
vorherigem Einengen auf seine aktivierende Kraft mittels Einreihen- 
verfahrens untersucht. Dabei zeigte sich, daf das Serum sein Akti- 
vierungsvermégen bis auf einen geringen Rest eingebiiBt hatte. 
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Wir sind nun nicht berechtigt, hieraus den SchluB zu ziehen, 
daB die aktivierende Kraft des Serums an die Gegenwart von negativen 
Kolloiden gekniipft ist. Denn das kolloidale Eisen ist nicht bloB be- 
fahigt, aus dem Kolloidgemisch des Serums die negativen Kolloide 
auszufallen, sondern reiBt gleichzeitig auch Kolloide ohne elektrische 
Ladung zu Boden. Viel eher diirfen wir, wenn wir die Versuche mit 
Fasertonerde und mit kolloidalem Eisen zusammen betrachten, zu 
dem Schlu8 kommen, dafi die Mehrzahl der Kolloide des Serums, an 
welche die aktivierende Eigenschaft gekniipft ist, keine spezifische 
elektrische Ladung zeigen und nur ein ganz geringer Teil negativ ge- 
laden ist. 

Gleichzeitig kann der Versuch mit kolloidalem Eisen gelten als 
eine erfreuliche Bestatigung des oben mitgeteilten Dialysierversuches. 
Bei letzterem haben wir alle Salze fortgeschafft und dann den kolloidalen 
Anteil des Serums als stark aktivierend befunden. Beim Behandeln 
des Serums mit kolloidalem Eisen haben wir umgekehrt die Kolloide 
eleminiert und die zuriickbleibenden Salze als einen verhaltnismibig 
schwachen Anteil des Serumaktivators erkannt. 

Auch mit Kohle wurden Versuche angestellt, um ihren Einflu} 
auf die aktivierenden Bestandteile des Serums kennenzulernen. Die 
Versuche fielen aber ganz unregelmaBig aus. Bisweilen hatte das mit 
Kohle behandelte Serum sein Aktivierungsvermégen stark eingebiibt. 
mitunter aber auch nach der Behandlung an aktivierender Kraft zu- 
genommen. Dieses ritselhafte Verhalten fand schlieBlich seine Auf- 
klarung dadurch, daB ich feststellen konnte, daB Extrakte aus der 
Kohle selber befahigt sind, Diastase in ihrer Wirkung zu -verstarken. 
Ich habe deshalb von weiteren Versuchen mit Kohle Abstand genommen. 

Nach diesen ausschlieBlich physikalischen Charakterisierungs- 
versuchen habe ich mich bemiiht, der chemischen Natur des im Serum 
enthaltenen Aktivators niherzukommen. Wohlgemuth hatte in seinen 
diesbeziiglichen Versuchen bereits gezeigt, daB der Aktivator des Serums 
kochbestandig und alkoholléslich ist. 

Ich habe nun zunichst festzustellen versucht, ob dieser Kérper 
zu den Lipoiden in irgend einer Beziehung steht. Wenn das der Fall 
war, so muBte es gelingen, durch Behandlung des Serums mit irgend 
einem Lésungsmittel fiir Lipoide die aktivierende Kraft des Serums 

zam mindesten abzuschwichen, wenn nicht auch ganz aufzuheben. 

Zu dem Zwecke wurden 10 ccm Serum in einem Scheidetrichter 
mit je 20cem Ather mehrmals griindlich geschiittelt und nach dem 
Absitzen der Ather von dem Serum getrennt. Die Atherextrakte wurden 
vom Ather auf dem Dampfbade befreit und der Riickstand in warmem 
Wasser aufgenommen. Dieser wurde dann wie das behandelte Serum 
auf seine aktivierende Kraft gesondert untersucht. Dabei zeigte sich, 
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dali das Serum von seinem Aktivierungsvermégen nichts eingebiibt 
hatte, wahrend in dem atherischen Extrakt keine Spur einer Akti- 
vierung festgestellt werden konnte. 

Das gleiche negative Ergebnis hatten Extraktionsversuche des 
Serums mit Petrolather. 

Sodann habe ich noch Versuche mit Emulsionen von reinem 
Lecithin angestellt und entsprechend dem obigen Befunde stets negative 
Resultate gehabt. Hiernach diirfte wohl der SchluB berechtigt sein, 
daB der Aktivator des Serums nichts mit Lipoiden zu tun hat. 

Zur weiteren Charakterisierung des Aktivators habe ich seine 
Widerstandsfihigkeit gegen NaOH und HCl geprift. Zu diesem 
Zwecke habe ich in fiinf verschiedenen Portionen je 2ccm Serum mit 
1 cem n/10 NaOH versetzt und bei Zimmertemperatur stehengelassen. 
Nach Ablauf von 10 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 24 Stunden und 
48 Stunden wurde mit 1,0 ccm n/10 HCl neutralisiert und nun akti- 
vierende Versuche angestellt. Dabei war eine Abschwiichung der 
aktivierenden Kraft nach dieser Vorbehandlung nicht zu beobachten. 
Sogar durch Kochen derselben Mischung vor der Neutralisation wahrend 
10 Minuten und 30 Minuten wird die aktivierende Kraft nicht ab- 
geschwicht. Die gleichartig angestellten Versuche mit n/10 HCl haben 
ebenfalls keine Abschwichung der aktivierenden Kraft ergeben. Man 
kann daraus schlieBen, daB der Aktivator siure- und alkalifest sein muB. 

Ich habe dann auch Gelegenheit gehabt, Serum zu untersuchen, 
das spontan in Faulnis tibergegangen war. Doch auch hier konnte 
ich trotz der tiefgreifenden Veriinderung des Serums kein Schwicher- 
werden des Aktivators beobachten. 


Verhalten der Blutkérperchen. 

Bei dem starken Aktivierungsvermégen des Serums lag es nahe, 
zu untersuchen, ob auch die Blutkérperchen befihigt sind, die diasta- 
tische Wirkung zu verstirken. Da doch ein standiger Austausch 
zwischen den Bestandteilen des Serums mit denen der Blutkérperchen 
stattfindet, schienen derartige Versuche aussichtsvoll. Ich stellte 
deshalb Versuche mit Blutkérperchen verschiedener Herkunft an, und 
zwar untersuchte ich solche vom Menschen, Hammel und Kaninchen. 


Bei den Versuchen ging ich so vor, daB ich zunichst die Blut- 
kérperchen durch scharfes Zentrifugieren von dem Serum befreite 
und dann noch viermal mit physiologischer Kochsalzlésung wusch. 
Sodann wurde 1 ccm Blutkérperchen in 9ccm Wasser aufgelést, die 
Lésung nach einigem Stehen und Schiitteln filtriert und das Filtrat 
auf eine aktivierende Kraft gepriift. Das Resultat einiger solcher 
Versuche sei in Tabelle X mitgeteilt: 
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Tabelle X. 
Blutkérperchen: || Vom Vom | Vom 

losung Menschen Hammel | Kaninchen 
1,0 + + + 
05 + + + 
0,25 4 bf i 
0,125 _ es 4 
0,062 Eas ssh ae 

A.-E. = 40 40 80 


Wie wir aus dieser Tabelle ersehen, besitzen auch die Blutkérperchen 
eine ziemlich stark aktivierende Kraft; dabei zeigen die Kaninchen- 
blutkérperchen etwas stirkere Wirkung als diejenigen des Menschen 
und Hammels. Ich habe diese Versuche mehrfach wiederholt und bin 
stets zu dem gleichen Resultat gekommen. 


Verhalten des Harns. 

AuBer dem Serum und den Blutkérperchen habe ich auch noch 
den Harn auf eine etwaige Fahigkeit, die Diastase zu aktivieren, unter- 
sucht, indem ich von der Annahme ausging, da8 ein Ubertritt von 
aktivierender Substanz aus dem Blute in den Harn nicht unwahr- 
scheinlich war. Ich untersuchte deshalb zahlreiche Harne verschiedenster 
Herkunft auf ihr Verhalten der Diastase gegeniiber und fand eigentlich 
in jedem Falle eine Verstirkung der diastatischen Wirkung durch den 
Urin. Ich mute aber dabei die Reaktion des Harns beriicksichtigen. 
Sobald ich namlich einen stark sauer reagierenden untersuchte, fand 
ich mitunter eine sehr schwache Aktivierung, bisweilen fehlte sie auch 
ganz. Wenn ich aber einen solchen Urin genau neutralisierte, war 
stets eine deutliche Aktivierung zu erkennen. Als Beleg fihre ich 
hierfiir drei Versuche an. Die Versuchsanordnung war die gleiche 
wie beim Serum. 

Es wurde zunichst von meiner Standardlésung der Titer ermittelt 
und dann mit dem nativen, gegen Lackmus sauer reagierenden Harn 
eine absteigende Reihe angesetzt, zu jedem Gliaschen die vorher fest- 
gestellte Fermentmenge und ferner 5ccm einer Iproz. Stirkelésung 
zugegeben, gleichzeitig wurde mit demselben vorher durch Zusatz 
von Sodalésung genau neutralisierten Harn in der gleichen Weise ein 
Versuch ausgefiihrt. Selbstverstindlich wurde stets die durch das 
Neutralisieren bedingte Verdiimnung bei dem nativen Harn durch 
Zusatz von Wasser ausgeglichen. Das Resultat solcher Versuche ver- 
anschaulicht Tabelle XI. 

Aus diesem Versuche geht tatsichlich hervor, daB die Reaktion 
fiir die aktivierende Kraft des Urins von groBer Bedeutung ist. Das 
konnte ich auch daran sehen, daB, wenn ich gegen Lackmus neutral 
oder alkalisch reagierende Harne untersuchte, stets optimale Wirkungen 
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Tabelle XI. 
Versuch I i} Versuch II Versuch III 

Urinmenge Nativer Neutralis. Nativer Neutralis. Nativer Neutralis. 

Urin } Urin Urin Urin I Urin Urin 
0,5 o- + + + 2 + 
0,25 — + — +- + +- 
0,125 — a — ab — + 
0,062 _ + _ + _ ' 
0,031 ae aa ra ios me 
0,0016 _ ~ “ _ 
A.-E. es ae 2 15 4 32 


(A.-E. = 16 bis 32) erzielte, ohne daB ich an der Reaktion etwas zu andern 
brauchte. Von der Mitteilung von Belegen hierfiir méchte ich mit 
Riicksicht auf den beschrankten Raum Abstand nehmen, wenngleich 
die Zahl dieser meiner Untersuchungen eine sehr groBe ist. 

Gleichzeitig habe ich dabei beobachtet, daB bei ein und derselben 
Person nicht unbetrichtliche Schwankungen in der Aktivierungskraft 
des Urins zu beobachten sind. Eine GesetzmiBigkeit dafiir habe ich 
nicht feststellen kénnen. 

Sodann habe ich den Einflu8 von Adsorbenzien auf den Aktivator 
des Urins untersucht, und einerseits mit Kaolin, andererseits mit 
Fasertonerde den Urin behandelt. Dabei konnte ich im Gegensatz 
zum Serum weder bei Kaolin noch beim Aluminiumoxyd ein etwaiges 
Schwiicherwerden beobachten. Endlich habe ich auch die Wirkung 
der Dialyse auf den Urinaktivator studiert und sauer reagierende 
Urine 48 Stunden lang gegen flieBendes Wasser dialysiert. Nach Be- 
endigung desselben wurde sowohl mit der dialysierten Portion wie mit 
der nativen je ein Versuch angestellt und gleichzeitig ein dritter mit 
demselben nativen Urin, der vorher durch Zusatz von Natriumcarbonat- 
lésung gegen Lackmus genau neutralisiert war. Ich méchte bemerken, 
daB die Urine nach der Dialyse stets neutral gegen Lackmus reagierten. 
Ich teile in Tabelle XII zwei solcher Versuche mit: 

Tabelle XII, 
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: . Nativer Urin , ; Nativer Urin 
Dialysierter Dialysierter 
! bia sauer neutralisiert Urin sauer neutralisiert 
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Aus dieser Tabelle ist zu ersehen: 1. der Aktivator des Harns 
nimmt durch Dialyse nur wenig ab. Das beweist, daB der gréBte Teil 
des Aktivators im Urin ebenso wie der des Serums kolloidaler Natur 
ist. 2. ist dabei zu bemerken, daB der dialysierte Urin viel starker 
als der sauer reagierende Kontrollurin die Diastasewirkung aktiviert. 

AuBerdem habe ich festgestellt, da der Urinaktivator auch koch- 
bestandig ist, und er ist unverindert geblieben, wenn auch der Harn 
stark zersetzt war. 

Verhalten der Milch. 

Endlich habe ich auch gepriift, ob die Milch imstande ist, dic 
Diastase zu aktivieren. Als Produkt der Milchdriise, die ihr Materia] 
aus dem Blute schépft, durfte man erwarten, auch bei ihr den Akti- 
vator anzutreffen. In der Tat zeigte sich, daB sie im hohen MaBe dic 
Fahigkeit besitzt, die Diastasewirkung zu verstirken. Ich habe fiir 
meine Versuche Frauenmilch, Kuhmilch und Ziegenmilch verwandt 
und habe meist von dem Einreihenversuch Gebrauch gemacht. Die 
Werte, die ich so fiir die einzelnen Milcharten ermittelte, waren von 
fast der gleichen GréBenordnung, wie wir sie beim Serum kennen- 
gelernt haben. 

Als Beleg fiihre ich aus der Reihe meiner Versuche nur einen 
von jeder Milchart an. 





Tabelle XIII. 

Milchmengs | " Feseenenlich | Kuhmilch | Ziegenmilch 
10 + + + 
0,25 ag + + 
0,125 + + + 
0,062 + ea + 
0,031 + | a ak 
0,016 —_ ae Be 
0,008 — 5 53 
0,004 — _ _— 

A.-E. = 31 125 125 


Wir sehen aus diesem Versuche, daB die Frauenmilch ein wesentlich 
geringeres Aktivierungsvermégen besitzt als die beiden anderen Milch- 
arten. Ob das auf den geringen Salzgehalt derselben zuriickzufihren 
ist, oder ob der weit héhere Milchzuckergehalt die aktivierende Kraft 
beeintrachtigt, oder ob die Menge des eigentlichen Aktivators hier 
geringer ist, méchte ich dahingestellt sein lassen. Sodann habe ich 
untersucht, ob auch der Aktivator der Milch kochbestandig und wider- 
standsfihig gegen Alkali und Saure ist. Ich konnte feststellen, dal 
noch so langes Erhitzen die aktivierende Kraft der Milch nicht schadigte, 
und da noch so langes Behandeln mit Saure (n/10 HCl) und mit 
Alkali (n/10 NaOH) ohne jeden EinfluB auf den Aktivator blieb. 
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Uber den EinfluB des im Serum befindlichen Aktivators auf den Stoffwechsel. 


Im AnschluB an meine Untersuchungen tiber den Aktivator des 
Serums habe ich festzustellen versucht, ob die Mengenverhaltnisse beim 
normalen Menschen irgendwelchen Schwankungen unterliegen; sie be- 
wegen sich zwischen A.-E. = 62,5 bis 250, denselben Werten begegnete 
ich auch bei Fallen von Nephritis, bei Lues mit schwerem Ikterus, 
bei Kohlenoxydvergiftung, bei Diabetes und bei anderen Erkrankungen. 
Irgendwelche Besonderheiten lieBen sich fiir keine der untersuchten 
Krankheiten gegeniiber dem normalen Zustande erkennen. 

Ich ging dann dazu iiber, die Verhiltnisse am Tiere genauer zu 
studieren, und benutzte fiir meine Versuche den Hund. In erster Reihe 
interessierte mich die Frage, ob der Aktivator sich im Serum in allen 
GefaBprovinzen in der gleichen Stirke vorfindet, oder ob hier irgend- 
welche Differenzen vorkommen. Besonders war mein Augenmerk 
gerichtet auf das Verhalten des Blutes, das aus dem Pankreas durch 
die Vena portarum der Leber zuflie8t. Uber diese Untersuchungen 
ist bereits an anderer Stelle kurz berichtet worden?). 

Die von uns gewihlte Versuchsanordnung war folgende: 

Wir lieBen zunichst das Tier mehrere Tage hungern. Dann wurde 
in Athernarkose mittels eingebundener Glaskaniile oder Spritze Blut 
entnommen aus der Vena pancreatico-duodenalis, aus der Vena portarum 
und aus der Vena und Arteria femoralis. Das Blut wurde in Schalen 
aufgefangen, durch Schlagen defibriniert und sofort scharf zentrifugiert. 
Mit den vier verschiedenen Sera wurden dann je drei Reihen in der 
oben beschriebenen Weise angesetzt unter Benutzung einer Standard- 
lésung, die ich mir aus Pankreatin purissimum hergestellt hatte, und 
von der ich zuvor den Titer fiir eine 1-, 2- und 24stiindige Versuchsdauer 
ermittelt hatte. 

Der Versuch setzte sich somit jedesmal aus zwélf Reihen zusammen. 

Eine Reihe von jedem Serum wurde nur | Stunde, die andere 
Serie 2 Stunden im Wasserbade bei 38° gehalten, und die dritte Serie 
kam auf 24 Stunden in den Brutschrank. Diese etwas umstandliche 
Versuchsanordnung schien uns geboten, um keine Differenzen in der 
Aktivierung zu iibersehen. Denn es war immerhin méglich, daf sich 
irgendwelche Unterschiede in den einzelnen Serien schon nach | oder 
nach 2 Stunden zeigten, bei langerer Ausdehnung des Versuches aber 
wieder sich ausgeglichen haben konnten. Andererseits konnte auch 
der Fall eintreten, daB sich erst nach einer Digestion von 24 Stunden 
ein Unterschied bemerkbar machte. Um allen diesen Méglichkeiten 
Rechnung zu tragen, wurde in der oben angegebenen Weise verfahren. 


1) Wohlgemuth und Koga, Klin. Wochenschr. 1923. 
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Im ganzen stellten wir vier Versuche an drei Hunden an. Von 


diesen teile ich nur drei mit. 


Versuch I. 


MittelgroBer Polizeihund hat 3 Tage gehungert. In Athernarkose 


Blutentnahme aus Vena pancreatico-duodenalis, aus Vena portarum, aus 
Vena und Arteria femoralis. Das Serum wird durch scharfes Zentrifugieren 
sofort gewonnen und sogleich zum Versuch verwendet. 


Tabelle XIV. 





Serummenge | V. pancr.sduod. VV. portarum V. femoralis A. femoralis 


Versuchsdauer 1 Std. 


0,1 “+ 
0,08 
0,06 
0,04 


0,03 
A.-E. = 


| 


S| +44 
| 


_— 
So 
=I 
— 
—] 


mds 
10 


Versuchsdauer 2 Std. 


0,1 
0,08 
0,06 
0,04 
0,03 
0,02 


0,015 
A.-E.- 


0,1 
0,08 
0,06 
0,04 
0,03 
0,02 
0,015 
0.01 

A.-E. = 


Slt+++t+++ 


b++++++ 


l | | ++++ 


| 
25 


Versuchedaver 24 Std. 


| | |+++++ 


|| | |} +++ 


16,7 


| |+++++ 


33,3 


restate tives oo hc 


66,7 33,3 33,3 


Versuch II. 

Brauner mittelgroBer Hund von unbestimmbarer Rasse hat 3 Tage 
gehungert. Blutentnahme in Athernarkose aus Vena pancreatico-duodenalis, 
aus Vena portarum, aus Vena und Arteria femoralis. Das Serum wird durch 
scharfes Zentrifugieren sofort gewonnen und sogleich zum Versuch ver- 
wendet (Tab. XV). 

Aus diesen beiden Versuchen geht deutlich hervor, daB das Blut 
der Vena pancreatico-duodenalis wesentlich starker die Diastase aktiviert 
als das Serum der anderen Blutarten. Schon nach einstiindiger 
Versuchsdauer zeigte sich diese Uberlegenheit und nimmt im Verlaufe 
der langeren Digestion — nach 2 Stunden — sogar etwas mehr zu und 
ist auch nach 24 Stunden in demselben Ausma8 zu erkennen. Im 
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Von ia 2 
Tabelle XV. a3 
Serummenge _ V. emer stand. Vv. pein si Sunenslie A. femoralis 
rkose Versuchsdauer 1 Std. 
» aus 0,08 + ven tae + 
ieren 0.06 A 4 ie + 
0,04 + + + ~ 
0,03 | + + | + + 
0.02 + | 4 | + + 
0,015 | + —- + 
0,01 + os ae — 
0,008 +. ee wai — 
0,006 4 | aa ig us 
0,004 — <a —_ — 
A.-E. = 166.7 | 100 100 66,7 
Versuchsdauer 2 Std. 
0,08 + - ~ ~ 
0,06 + — Ae 7 
0.03 4 4 + ij 
0,02 + i ae ok 
0,015 + + + + 
0,01 + | oe Ms os 
0.008 de + a ok 
0,006 ~- — _— 
0,004 + — — — 
0.003 on sia rh cht 
A.-E.= 20 86| 125 100 100 
Versuchsdauer 24 Std. 
0,08 ao | + =}. ab 
0,06 oe m a +. 
0,04 vee cod + ar 
0,03 + ot + + 
0,02 - 4 e3 4 
0,015 + ra obi 
0,01 ao oe ao + 
0,008 + a <b ok Pi 
0.006 os — mt oe 
0,004 + _— — — 
0,003 oe a is _— 
0,002 te ee on ns 
e 0,0015 — — eke a 
: A.-E.= 333,3 125 166,7 125 
Gegensatz dazu zeigen die anderen drei Sera untereinander keine 
Differenzen. Dem minimalen Unterschied bei der zweiten Serie, der 
t zwischen dem Blute der Vena portarum und dem der peripheren Gefibe 
t besteht, méchte ich keine Bedeutung beilegen, zumal er sich nach 
, 24 Stunden wieder fast vollkommen ausgeglichen hat. Zur Erklarung der 
' auffallend kleinen Werte fiir die Aktivierungseinheiten in dem ersten Ver- 
' suche méchte ich bemerken, da8 sie darin ihren Grund haben, daB ich 
bei der Herstellung der Verdiinnung aus der Standardlésung mich nicht 
strikte an den eigentlichen Titer gehalten habe, sondern einen viel 
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weiter darunter liegenden Wert als Titer annahm. Das geschah in 
der Absicht, mit einer Fermentmenge zu arbeiten, die bei bestimmter 
Digestionszeit die angewandte Stirkelésung nur gerade so weit ver- 
anderte, daB sie in der Hauptsache noch aus Amylodextrin bestand, 
so daB sie auf Zusatz von Jod eine blaue Farbe gab, auf diese Weise 
lieBen sich die Unterschiede in der Aktivierung weit besser erkennen, 
als wenn die Kontrolle (Fermentlésung + Stirkelésung) eine violette 
oder hellviolette oder gar rétliche Farbe zeigte. 


Versuch ITI. 


Denselben Hund untersuchte ich acht Wochen spiter. Wahrend die 
anderen Tiere an der Verletzung der Vena pancreatico-duodenalis infolge 
eintretender Gangraen des aus’ der Zirkulation ausgeschalteten Darmteils 
und an Pankreasgewebenekrose wenige Tage spiter zugrunde gingen, 
hatte dieser Hund die sehr schonend vorgenommene Blutentnahme gut 
iiberstanden, machte einen véllig normalen Eindruck und zeigte dauernd 
FreBlust. 

Dieser Versuch sollte dazu dienen, festzustellen, wie der EinfluB nach 
vorhergegangener Fiitterung auf die Zusammensetzung des Pankreas- 
venenblutes wirkt. Zu dem Zweck bekam der Hund etwa 3 Stunden vor 
dem Eingriff 250g rohes Fleisch zu fressen. Die Blutentnahme geschah 
in der iiblichen Weise und die frisch durch starkes Zentrifugieren gewonnenen 
Sera wurden sofort auf ihre Aktivatormenge in gleichen drei Versuchsserien 
wie oben untersucht. Das Resultat dieser Untersuchung gibt Tabelle XVI 
wieder: 


Tabelle XVI. 








Serummenge | V. pancr..duod. | V. portarum | V. femoralis | A. femoralis 


Versuchsdauer 1 Std. 
0,1 + | | 
0,08 2 
0,06 + 
0,04 + 
0,03 ot 
0,02 —_— 
0,015 oe | 
0,01 a | 
0,008 —_ 
AAT es Ot ms 


Versuchsdauer 2 Std. 
0,1 + | 


I) | | +++++ 
1) }++++4+ 
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Tabelle XVI (Fortsetzung). 





Serummenge  V. pancr.sduod.| V. portarum V. femoralis A. femoralis 


Versuchsdauer 24 Std. 


0,1 -- + ao + 
0,08 + | + + 1 
0,06 + } , H 
0,04 + | + ae oe 
0,03 i 3 4 4 ri 
0.02 ao ne aD is 
0,015 + | sh 4 Hi 
0,01 4 4 - ‘a 
0,008 | + ne i L 
0,006 — | Docu me nae 
A.-E. = 125 =| = (126 125 100 


Im Gegensatz zu den beiden oben mitgeteilten Versuchen sehen 
wir hier weder nach 1, noch nach 2, noch nach 24 Stunden irgend einen 
Unterschied zwischen den einzelnen Sera. Das Pankreasvenenblut 
aktiviert in keiner Weise starker als das Blut der Vena portarum und 
der peripheren GefaBe. 

Zusammenfassend haben wir also feststellen kinnen, dap beim 
hungernden Tiere das Blut der Pankreasvene weit stdrker die Diastase 
aktiviert als das Blut der Vena portarum und als das Blut der Vena und 
Arteria femoralis. Wird dagegen das Tier vor der Blutentnahme reichlich 
gefiittert, so verschwindet dieser Unterschied und das Pankreasvenenblut 
aktiviert um nichts stirker als das Blut aus den anderen GefdBen. 

Wenn man nun bedenkt, da8 das Blut aus der Pankreasvene auf 
dem kiirzesten Wege iiber die Vena portarum zur Leber gelangt, so 
méchte man glauben, daB derartige Verschiebungen in dem Gehalt 
des Pankreasvenenblutes an aktivierender Substanz nicht ohne EinfluB 
auf den Bestand der Leberzelle bleiben kénnen. Man darf wohl an- 
nehmen, daB bei dem kaum schwankenden Gehalt an Aktivator im 
peripheren Blute alle Kérperzellen auf eine bestimmte Starke desselben 
genau eingestellt sind, und man geht wohl auch nicht fehl, wenn man 
annimmt, daB das auch fiir die Leberzelle zutrifft. Wenn das der Fall 
ist, so miissen Anderungen in dem Gehalt an aktivierender Substanz 
auch Anderungen im Stoffwechsel der Zellen hervorrufen und ganz 
besonders derjenigen Zellen, auf welche diese Anderung am stirksten 
einwirkt. Und das sind die Leberzellen. Diese Anderung im Stoff- 
wechsel mu8 sich dokumentieren als eine verstirkte Wirkung des in 
ihr enthaltenen diastatischen Ferments und damit als ein gesteigerter 
Abbau des Glykogens. Nun wissen wir aus den Untersuchungen von 
Hofmeister), daB beim hungernden Kaninchen das Leberglykogen 

1) Hofmeister, Sammlung der von der Notnagelstiftung veranstalteten 
Vortrige, H. 1. Berlin u. Wien 1913, Urban u. Sch-varzenburg. 
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zunachst in der Peripherie der Leberlippchen verschwindet und 
schlieBlich nur in der Zone um die Vena centralis erhalten bleibt. Ganz 
dasselbe mikroskopische Bild konnten Wohlgemuth und Fukushi') in 
der Kaninchenleber hervorrufen, wenn sie den Tieren direkt in eine 
Mesenterialvene Diastaselésung einspritzten, oder wenn sie auf irgend 
eine andere Weise dafiir sorgten, daB die Diastase im Blute vermehrt 
war, wie beispielsweise durch Unterbindung des Ausfiihrungsganges 
des Pankreas. VerschlieBt man namlich den Ductus Wirsungianus 
durch Ligatur, so staut sich das Sekret zunichst in den Driisengingen 
und tritt schlieBlich ins Blut titber. Wenn aber groBe Diastasemengen 
an die Ablagerungsstatte des Glykogens, also an die Leber gelangen, 
so bauen sie das Glykogen ab und es verschwindet allmahlich aus 
den Leberzellen. 

Wohlgemuth und Fukushi konnten nun bei ihren so vorbehandelten 
Kaninchen genau wie Hofmeister in seinen Hungerversuchen beobachten, 
da8B das Glykogen zuniachst aus der Peripherie der Leberlippchen ver- 
schwindet und noch einige Zeit in der Partie um die Vena centralis 
erhalten bleibt, um schlieBlich bei lang anhaltender Steigerung der 
Diastase im Blute auch aus dieser Gegend zu verschwinden. Es ist 
demnach das mikroskopische Verhalten des Leberglykogens genau 
das gleiche, ob man ein Tier hungern lat, oder ob man durch ver- 
stirkte diastatische Wirkung fiir einen Glykogenschwund in der Leber 
sorgt. Nun hat sich in unsern Versuchen gezeigt, daB beim Hungern 
der Aktivator im Pankreasblute ansteigt, daB also im Hunger der Leber- 
zelle ein Impuls in Gestalt des vermehrten Aktivators zugeht. Dieser 
Impuls kann nur so sich auswirken, daB er die Diastase in der Leber- 
zelle zu gesteigerter Taitigkeit antreibt. Die Folge davon ist der Glykogen- 
abbau bzw. Glykogenschwund. 

Was besagt nun dieser Befund beziiglich der Rolle des Pankreas 
im Kohlenhydratstoffwechsel ? 

DaB im Hunger die Leber ihren Vorrat an Glykogen ausschiittet, 
ist so lange bekannt, als man von der Existenz des Glykogens etwas 
weiB. Wie aber dieser Vorgang zustande kommt, und welche Kriifte 
dabei eine Rolle spielen, war noch bis heute eine ginzlich ungeldéste 
Frage. Diese Frage nun glauben wir durch unsere Untersuchungen 
der Lésung nahergebracht zu haben. 

Bisher hatte man die dunkle Vorstellung, da8 im Hunger der 
Leber irgend ein Impuls zugeht, vielleicht auf dem Wege der Nerven- 
bahn, ahnlich wie bei dem Zuckerstich, der sie zwingt, ihr Glykogen 
abzubauen und Zucker an das Blut abzugeben. 


1) Wohlgemuth und Fukushi, Virchows Arch. f. path. Anat. u. Physiol. 
101, 9, 1910. 
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Diese Theorie diirfte jetzt kaum noch haltbar sein. Nach unseren 
Beobachtungen kommt der Impuls, den der Hunger ausiibt, nicht direkt 
cur Leberzelle, sondern trifft zundchst das Pankreas. Wie dieser Impuls 
zum Pankreas gelangt, ob auf dem Wege der Nervenbahnen oder in anderer 
Weise, mag dahingestellt bleiben. Das Pankreas antwortet mit der ver- 
mehrten Abgabe eines Hormons; dieses jlieBt zur Leberzelle, aktiviert 
dort die in ihr befindliche Diastase, und die Folge dieser gesteigerten 
Diastasetdtigkeit ist die Ausschiittung des Glykogens. 

Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi- 


Hoshi-Stiftung verdanken. 


Biochemische Zeitschrift Band 141. 298 














Uber die Fermente im Hiihnerei. 


Von 
Torao Koga (Osaka, Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf -Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 20. Juli 1923.) 


Es war von vornherein anzunehmen, da das Hiihnerei verschiedene 
Fermente enthalten mu, die waihrend des Briitens und in der ersten 
Epoche der Entwicklung fiir den stattfindenden Stoffwechsel Ver- 
wendung finden. In der Tat ist ein diastatisches Ferment von Miiller 
und Masuyama (1) und Roger (2), ein proteolytisches, lipolytisches und 
chromolytisches von Wohlgemuth (3) im Hiihnerei nachgewiesen worden. 

Da anzunehmen war, daB die oben genannten Fermente ihre 
volle Wirkung erst wihrend des Briitens entfalten, schien es wichtig, fest- 
zustellen, ob ihre Quantititen in der Zeit der Bebriitung eine Anderung 
erfahren. Interessante Versuche in dieser Hinsicht hatte bereits Heim (4) 
mit Eiern von Kaltbliitern angestellt. Er konnte nachweisen, da’ 
die Wirksamkeit der Fermente waihrend des Briitens zugenommen 
hatte. Ich habe in dieser Arbeit versucht, auf diese Frage naher ein- 
zugehen und die Fermentverhaltnisse auch wihrend des Ausbriitens 
beim Hiihnerei zu untersuchen. 


Untersuchungen iiber die Fermente im Eigelb. 

Bei diesen Versuchen habe ich zuerst die Fermentverhiltnisse in 
ganz frischen Hiihnereiern gepriift und nachher Untersuchungen bei 
angebriiteten Eiern angestellt. 

Diastase. 

Bei der Bestimmung des Diastasegehaltes im Hiihnereigelb habe 
ich mit wenigen Abweichungen die Methode von Wohlgemuth (5) benutzt. 

Da natives Eigelb mit der Pipette schwer zu verteilen war, wurde 
zunichst eine Mischung von reinem Eigelb mit gleichen Mengen physio- 
logischer Kochsalzlésung unter starkem Schiitteln hergestellt. 

Anfangs habe ich die Versuche ohne Zusatz physiologischer Koch- 
salzlésung mit destilliertem Wasser angestellt, dabei aber nur eine 





schwacl 
wurde | 
Mit de 
angeset 
und zv 
nur ein 
iibliche 
zwei g 
Wasse! 
schran 
um de 
suche 
von di 


zu 











oy et Se OLSEN 


ax 





T. Koga: Fermente im Hiihnerei. 431 


schwache Diastasewirkung beobachtet; bei Zusatz von Kochsalz jedoch 
wurde die Wirkung wie bei menschlicher Diastase erheblich verstirkt. 
Mit dem Eigelb-Kochsalzgemisch wurde dann eine absteigende Reihe 
angesetzt stets unter Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung 
und zu jedem Glaischen 5ccm Iprom. Stirkelésung zugesetzt. Da 
nur eine schwache Diastasewirkung zu erwarten war, konnte die sonst 
iibliche 1 proz. Stirkelésung nicht verwandt werden. Es wurden meist 
zwei gleiche Reihen angesetzt, die eine wurde auf 2 Stunden in ein 
Wasserbad von 38°C gestellt, die andere auf 24 Stunden in den Brut- 
schrank. Bei letzterer erhielten saimtliche Glaschen etwas Toluol, 
um den Eintritt von Faulnis zu verhiiten. Ich habe die gleichen Ver- 
suche mehrmals ausgefiihrt und bringe hier als Beispiel das Resultat 
von drei verschiedenen Eigelbportionen. 


Tabelle I. 





Mimendeo|.-.. Bled Eigelb Il Eigelb Il 
Eigelbs ‘ 4 
2Std. | 24 Std 2 Std. 24 Std. 2Std. | 24 Std. 


S& 

x 
PEt db t++4+ 
|+++++++4 


bLb+t+++4+4+++ 
E ttt+4++4+4 
| 


| 
| | 


d3* — 160d 3/,—1280) d34 = 40 d 34, = 640 





d | a3 = 80|a3—1280 


Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, schwankt die diastatische Kraft 
des Eigelbs bei zweistiindiger Versuchsdauer zwischen dj, = 40 
bis 160, bei 24stiindiger Versuchsdauer zwischen d34, = 640 bis 1280. 
Als Mittelzahlen wiirden sich somit ergeben 80 bzw. 960. Ich méchte 
jedoch bemerken, daB bei meinen zahlreichen Untersuchungen bei 
zweistiindiger Versuchsdauer die Zahl 80, bei 24stiindiger die Zahl 1280 
am hiufigsten wiederkehrten. 

Es war nun von Interesse, die diastatische Kraft des Hithnereigelbs 
zu vergleichen mit der des Blutes von verschiedenen Tieren und von 
Menschen. Die Werte, die Wohlgemuth (6) hieriiber angibt, schwanken 
beim Menschen zwischen de = 8 bis 32, beim Hunde F = 20 bis 80, 
beim Kaninchen dy = 4 bis 32. Diese Werte lassen sich nicht ohne 
weiteres vergleichen mit den beim Eigelb gefundenen, da die Versuche 
mit Eigelb tiber 2 Stunden ausgedehnt wurden. Zur Not kénnte man, 
entsprechend der viermal lingeren Versuchsdauer, die beim Eigelb 
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gefundenen Werte durch 4 dividieren, dann ergibe sich als Durch. 








schnittswert fir Eigelb dj = 20. Dieser Wert wiirde etwa dem ya 
des Menschenserums und dem des Kaninchenserums entsprechen. ~ Bige 
Um ganz sicher zu gehen, habe ich noch verschiedene Versuche mit cel 
lproz. Starkelésung bei 24stiindiger Versuchsdauer angestellt und 05 
folgende Resultate erhalten: 02 
Tabelle II. 0.1 
F 0,¢ 
Menge des Bs 0.0 
Eigelbs | Eigelb IV | Eigelb V__ Eigelb VI Eigelb VII or 
ccm | 
a> 
0,5 + - +. + 
0,25 + + +: + 
0,125 + + ~ + 1 
0,062 — — an ‘sie 
0,032 — — — — Wohl. 
pDs= | 40 20 20 I 
Lipas 
Aus diesen Zahlen geht hervor, daB tatsichlich der Diastasegehalt und { 
des Eigelbs dem des menschlichen Serums (Dain = 10 bis 80) und halte: 
dem des Kaninchens (Daan = 10 bis 40) entspricht. folger 
Ich habe bereits oben darauf hingewiesen, daB die Diastase des 1,0 ec 
Kigelbs in Gegenwart von Kochsalz viel besser wirkt als bei dessen [FF zwei 
Abwesenheit. Das deutete darauf hin, daB ich bei dieser Diastase [ von 
aihnliche Verhiltnisse beziiglich ihrer Aktivierung zu erwarten hatte FF um ¢ 
wie bei der Speichel- bzw. Pankreasdiastase des Menschen. Von dieser [FF Misc! 
wissen wir aus den Untersuchungen von Wohlgemuth (7), daB sie durch [FF versc 
Zusatz von Serum ganz erheblich verstirkt wird. Ich prifte nun, [}  Nact 
ob auch die Diastase des Eigelbs durch Serum in ihrer Wirkung geférdert Phe 
wird. Ich ging dabei so vor, daB ich drei Reihen mit absteigenden [FF der 
Mengen einer Eigelbmischung ansetzte, zu der ersten als Kontrolle [verb 
dienenden Reihe in jedes Glaschen 1,0 cem Aqua dest. zufiigte, zu der fF stieg 
zweiten Reihe jedem Glaschen 1,0 ccm lproz. NaCl-Lésung, zu der abge 
dritten Reihe jedem Glischen 1,0 ccm zehnfach verdiinntes Serum. [  umg 


Um die im Serum enthaltene Diastase auszuschalten, wurde das 
verdiinnte Serum vor dem Gebrauch 30 Minuten im Dampfbade erhitzt. 
Dann wurden simtliche Glischen mit je 5,0ccm 1 prom. Stirkelésung 
beschickt und kamen auf 2 Stunden in ein Wasserbad von 38°C. Das 
Resultat ergibt sich aus Tabelle III. 

Aus der Tabelle III geht deutlich hervor, daB das Kochsalz, viel- 
mehr aber noch das Serum, in hohem Mae befihigt sind, die diastatische . 
Kraft des Eigelbs zu verstiirken. Man darf wohl daraus schlieBen, [ff 
daB die Diastase des Eigelbs der des Speichels und des Pankreas des 
Menschen sehr nahe steht, wenn nicht gar mit ihr identisch ist. Ich ff 
hoffe, auf diesen Punkt noch an anderer Stelle zuriickzukommen. 7 
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Tabelle III. 
Menge des Figelb I Figelb Il 

Eigelbs +10cem | +1,0cem |+ 1,0ccm ges) +0, com | +1,0ccm | + 1,0ccmge- 

pees Aq. dest. [1 proz.NaCl|kocht.Serum) Aq. dest. | 1 proz. NaCl kocht. Serum 
0,5 5 Sa i i "9% a 
0,25 ‘4 - + + + is 
0,125 a aks ahs — of a 
0,062 <3 a 2 a a — _~ oe 
0,032 es aah , Hh o 7 
0,016 —_ —- — — om Om 
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d2h = 40 80 160 20 40 80 


Lipase. 


Das Vorkommen von Lipasen im Hiihnereigelb ist zuerst von 
Wohlgemuth (3) bei der Autolyse von Eiern nachgewiesen worden. 

Bei meinen Untersuchungen zur quantitativen Bestimmung des 
Lipasegehaltes im Eigelb habe ich zunichst Monobutyrin angewandt 
und gleichzeitig die Wirkung der Lipase auf das eigene im Eigelb ent- 
haltene Fett bzw. Lecithin geprift. Die Ausfiihrung geschah auf 
folgende Weise: Ich habe vier Portionen angesetzt und zwei mit je 
1,0 ccm Eigelb mit je 10,0 ccm 1 proz. Monobutyrinlésung und weitere 
zwei mit je 1,0ccm Eigelb mit je 10,0 ccm destillierten Wassers. Zwei 
von diesen Mischungen wurden als Kontrollen benutzt und daher, 
um die Lipase zu vernichten, wihrend 10 Minuten gekocht. Die vier 
Mischungen wurden, nachdem etwas Toluol hinzugesetzt war, fest 
verschlossen in den Brutschrank gebracht und dort 24 Stunden belassen. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurden allen vier Glischen einige Tropfen 
Phenolphthalein zugefiigt und mit n/10 NaOH bis zum Auftreten 
der ersten bleibenden Rotfirbung titriert. Die fiir die Kontrollen 
verbrauchte NaOH-Menge, die selten den Wert von 0,1 ccm itiber- 
stieg, wurde von der im Hauptversuch erforderlichen Alkalimenge 
abgezogen. Die so gefundenen Werte wurden auf 100,0 ccm Eigelb 
umgerechnet und sind nur zum Teil in Tabelle IV wiedergegeben: 


Tabelle IV. 





VersuchssNr. decpinze) Monobutyrase 


| 
l 25 | 70 
2 40 50 
3 40 60 
4 55 85 
5 45 65 


Aus Tabelle IV ersehen wir, daB das im Eigelb enthaltene fett- 
spaltende Ferment sowohl auf das Eifett wie auf das Eilecithin ganz 
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kraftig wirkt, und daB auch Monobutyrin vom Eigelb zerlegt wird 
Sodann wurden Versuche mit Tributyrinlésungen nach der Vorschrift 
von Rona und Michaelis (8) angestellt, und zwar in der Weise, dal; 
1,0 bis 2,0 bis 5,0cem Eigelb mit je 50,0 cem einer vorschriftsmabig 
hergestellten Tributyrinlésung unter Zusatz eines Puffers gemischt 
wurden. Es wurde unmittelbar nach der Mischung und dann in Inter- 
vallen von 30 Minuten die Tropfenzahl mit einer einfachen Tropf- 
pipette festgestellt, um den Fortgang der Spaltung zu beobachten. 
In der Mehrzahl der Fille aber ergab sich entweder ein giinzlich negatives 
Resultat oder aber eine Tropfendifferenz von 3, héchstens 5 Tropfen. 
selbst wenn ich die Mischungen 2 Stunden und noch linger in einem 
Wasserbade von 38°C hielt. In einem solchen Falle mit ginzlich 
negativem Resultat habe ich zum Vergleich mit demselben Eigelh 
allein und mit lproz. Monobutyrinlésung in der oben beschriebenen 
Weise angestellt und fand fiir 1,0cem Eigelb allein eine Spaltung 
von 0,6 cem n/10 NaOH und fiir 1,0 eem Eigelb + 10,0 cem 1 proz. Mono- 
butyrinlésung eine solche von 1,1 cemn/10 NaOH. Dieses fast refraktire 
Verhalten des Eigelbs dem Tributyrin gegeniiber ist um so merk- 
wiirdiger, als ich Lecithase und Monobutyrase im Eigelb niemals vermiBbt 
habe, und als im Eiweif mitunter ganz betriichtliche Mengen an 
Tributyrase anzutreffen sind, wie ich unten zeigen werde. 


Protease. 

Das Vorhandensein von proteolytischen Fermenten im Hiihner- 
eigelb hat ebenfalls Wohlgemuth (3) nachgewiesen. Da aus diesen 
Versuchen nicht mit Sicherheit hervorgeht, ob es sich um ein trypsin- 
ahnliches oder ein erepsinihnliches Ferment handelte, habe ich versucht, 
diese Frage zu entscheiden. 

Zuerst schritt ich zur Bestimmung des tryptischen Ferments, 
und zwar benutzte ich dazu die Serumplattenmethode von Miiller- 
Jochmann (9). Ich habe vom Eigelb fiinf Verdiinnungen mit 1 proz. 
Kochsalzlésung hergestellt, und zwar 1: 2, 1:4, 1:8, 1:16. Mit diesen 
Lésungen und auberdem mit unverdiinntem Eigelb habe ich die Serum- 
platten mit einigen Tropfen versehen und simtliche Platten bei einer 
Temperatur von 37°C und auch von 50°C wiahrend 24 Stunden be- 
lassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Stellen der Serumplatten, 
auf die die Lésungen getrépfelt worden waren, genau auf irgend eine 
Verdauung untersucht. Ich konnte aber niemals Veriinderungen dabei 
feststellen, so oft ich auch die Versuche wiederholte. Auf Grund dieser 
Versuche méchte ich annehmen, da® das Eigelb wahrscheinlich keine 
tryptischen Fermente enthilt. 

Zur Untersuchung auf einen etwaigen Erepsingehalt des Eigelbs 
habe ich das Verfahren der Formoltitration von Soerensen (10) benutzt. 
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Das Eigelb habe ich mit gleichen Mengen ausgekochten (CO,- 
freien) destillierten Wassers versetzt, stark geschiittelt und 10,0 cem 
dieser Mischung fiir jeden Versuch benutzt, also 5,0 ccm Eigelb bei 
jedem Versuche verwandt. Fiir den Hauptversuch wurde den 10 ccm 
der eben angefiihrten Mischung noch 10,0 ccm einer 2proz. Witte- 
peptonlésung zugesetzt. Als Kontrollen habe ich zwei Lésungen be- 
nutzt: 1. 10,0 cem Eigelbmischung mit 10,0 ccm destillierten Wassers ; 
2. 10,0cem Wittepeptonlésung + 10,0 ccm vorher gekochten destil- 
lierten Wassers. Alle diese Lésungen wurden 24 und 48 Stunden unter 
Zusatz von Toluol gleichfalls bei 37° C aufbewahrt. Nach Ablauf dieser 
Frist habe ich die Formoltitration in der iiblichen Weise ausgefiihrt. 
Dabei war ich gezwungen, die Methode von Soerensen etwas zu modi- 
fizieren, da sich bei den Versuchen gezeigt hat, daB die Kigenfarbe des 
Kigelbs den roten Farbenumschlag der Lésung undeutlich macht. 
Ich habe die Vorversuche so ausgefiihrt, da ich die Titration von 
drei Lésungen vorgenommen habe, und zwar: 1. 20 ccm destillierten 
Wassers (CO,-freien), 2. 10 cem 2proz. Peptonlésung + 10 ccm destil- 
lierten Wassers (Kontrollversuch 1) und 3. 10 ecm Eigelblésung + 10cem 
destillierten Wassers (Kontrollversuch 2). Bei der Titration hat sich 
herausgestellt, daB der Farbenumschlag in allen drei Stadien bei den 
ersten zwei Lésungen deutlich und in gleichem Farbenton stattgefunden 
hat, bei der dritten Lésung aber, in der sich Eigelb befand, war der 
Farbenumschlag nicht so deutlich und den ersten zwei Lésungen nicht 
ganz ahnlich. 

Bei den Versuchen konnte ich feststellen, daB bei den ersten zwei 
Kontrollversuchen zur Erreichung der Farbenumschlige vom ersten 
bis zum dritten Stadium insgesamt héchstens 5 Tropfen einer n/5 Baryt- 
lauge notwendig waren. Von dieser Beobachtung ausgehend, habe 
ich bei den Lésungen mit Eigelb, nachdem ich eine schwach rotgelbliche 
Farbe erhalten hatte, die ich als erstes Stadium bezeichne, 5 Tropfen 
einer n/5 Barytlauge zugefiigt und dabei eine deutlichere rote Farbe 
mit eigenem gelben Ton erhalten, die ich als drittes Stadium bezeichne. 
Bemerken will ich, daB ich bei den Vorversuchen mit destilliertem 
Wasser allein zur Riicktitration von 5ccem n/5 Salzsiure 5,1 bis 
5,3n/5 Barytlauge verbraucht habe. Mithin wurden verbraucht 0,1 
bis 0,3cem n/5 Barytlauge. Als Mittelwert mehrerer Versuche bei 
dem CO,-freien Wasser allein ergab sich somit eine Menge von 0,2 ccm 
n/5 Barytlauge. Wie gesagt, wurden die Versuche iiber 24 und 48 Stunden 
ausgedehnt. In Tabelle V teile ich das Resultat einiger Versuche mit. 

Aus diesen Versuchen geht ohne Zweifel hervor, da8 das Eigelb in nicht 
unbetrichtlichem MaBe befihigt ist, eine ereptische Wirkung auszuiiben. 

Bei der Berechnung folgender Werte habe ich natiirlich die bei den 
Kontrollen verbrauchten Barytlaugen stets in Abzug gebracht. 
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Tabelle V. 
Aus Pepton abgespaltener N in Milligramm pro 100 ccm Eigelb. 





Versuchs-Nr. || Nach 24Std. | Nach 48 Std. 


1 0 103,6 
2 84,0 156,8 
3 78,4 156,7 
4 89,6 168,0 
5 78,4 154,0 


Wie oben bereits angegeben, habe ich auch Eigelblésung allein 
ohne Zusatz von Pepton, nur mit der entsprechenden Menge Wasser 
im Brutschrank unter Toluol aufbewahrt und zu gleicher Zeit wie dic 
Hauptprobe mit n/5 Barytlauge titriert. Dabei konnte ich jedesmal 
feststellen, daB nach 24stiindigem Stehen im Brutschrank die Menge 
der zur Neutralisation erforderlichen Barytlauge zunahm und mit 
weiterer Ausdehnung des Versuches gréBer wurde. Diese Beobachtung 
erklirt sich ganz einfach daraus, daB im Eigelb, wie ja schon Wohl- 
gemuth gefunden hat, autolytische Vorginge sich abspielen, und dic 
Menge der verbrauchten Barytlauge ist nichts anderes als der Ausdruck 
dieser Autolyse. Wenn ich aus meinen derartigen zahlreichen Ver- 
suchen den Durchschnittswert berechne, so ergibt sich fir 100 ccm 
natives Kigelb nach 24 Stunden eine Abspaltung von 67,2 mg Stickstoff, 


‘nach 48 Stunden eine solche von 75,6 mg. 


Salicylase. 

Ich habe ebenfalls Versuche angestellt, um Salicylase im Eigelb 
festzustellen. Fir diese Untersuchungen benutzte ich die Methode 
von Salkowski (11) zum Nachweis von Salicylase. 

Hierzu wurden 5,0 ccm Eigelb mit 10,0 ccm destillierten Wassers 
vermengt, dann wurden 1,0ccm Salicylaldehyd und etwas Toluo} 
zugefiigt, und das ganze Gemisch wurde 24 bis 48 Stunden bei 37° 
im Brutschrank aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Lésung 
mit 30 ccm destillierten Wassers verdiinnt, dazu wurden zwecks Ent- 
fernung der Eiwei8- und Fettsubstanzen tropfenweise 35 ccm fiinffach 
verdiinnter kolloidaler Eisenlésung unter starkem Schiitteln hinzugefiigt 
und zuletzt noch 1 ccm 0,5proz. Magnesiumsulfatlésung. Nach einigem 
Stehen wurde filtriert und das klare farblose Filtrat auf dem Wasserbade 
zum dicken Sirup eingeengt. Der Riickstand wurde mit 96proz. Alkohol 
extrahiert und der Extrakt abfiltriert. Danach wurde der Alkohol 
auf dem Wasserbade vollstindig verjagt, der Riickstand in Wasser 
aufgenommen, mit Schwefelsiiure angesiuert und das saure Gemisch 
mehrmals mit Ather im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Der Ather- 
extrakt wurde vorsichtig vom Wasser getrennt, vereinigt durch ein 
Filter geschickt und abdestilliert. Der nunmehr bleibende Riickstand 
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| wurde mit verdiinnter Eisenchloridlésung auf die Gegenwart von 
Salicylsiure gepriift. Dabei trat in allen von mir untersuchten Fallen 
' eine schéne violette Farbung auf. Wir kénnen somit sagen, daB im 
Eigelb eine Salicylase vorhanden ist. 


Histozym. 

Dieses Ferment ist weit verbreitet. Man hat es in verschiedenen 
tierischen Organen gefunden und auch in Pilzen und Bakterien ge- 
troffen. Es besitzt die Fahigkeit, die Hippursiure in Glykokoll und 
Benzoesiure zu zerlegen. Ich habe nun untersucht, ob auch im Hihnerei 
dieses Ferment sich vorfindet, und habe zunichst mit Eigelb Versuche 
angestellt. 

Ich ging dabei so vor, daB ich 10,0cem Eigelb mit 0,4 g hippur- 
saurem Natrium versetzte, die ich zuvor in 20,0cem Wasser gelést 
hatte. Das Gemisch wurde gut durchgeschiittelt, mit reichlichem 
Toluol versetzt zur Verhiitung von Fiulnis und dann in den Brut- 
gchrank auf 5 Tage gebracht. Nach Ablauf der Frist wurde mit kolloi- 
dalem Eisen enteiweiBt und das wasserklare Filtrat auf dem Wasser- 
bade bis auf 20,0 ccm eingeengt. Dann wurde mit verdiinnter Salz- 
siure gegen Kongopapier schwach angesiuert und die Fliissigkeit 
viermal mit je 20,0 ccm Petrolither im Scheidetrichter ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Petrolitherextrakte wurden mittels Durchleitens eines 
trockenen Luftstromes vom Petrolaither befreit und der am Boden 
des GefaiBes zuriickbleibende Kristallbrei noch einmal aus Petrolither 
umkristallisiert. 

Die schneeweiBen nadelférmigen Kristalle zeigten den fiir Benzoe- 
siure typischen Schmelzpunkt von 120°C. 

So konnte ich in jedem von mir untersuchten Eigelb die Gegen- 
wart von Histozym mit Sicherheit nachweisen. 

Die Versuche, die ich gleichzeitig mit EiereiweiB anstellte, ergaben 
nicht immer positives Resultat. 


Verhalten der Fermente des Eigelbs bei der Bebriitung. 

Fiir die Versuche verwandte ich befruchtete Eier, die ich unter 
allen Kautelen im Brutschrank der Kérperwiirme aussetzte. Nach 
siebentigiger Bebriitung konnte ich mittels Durchleuchtung die Gegen- 
wart eines Embryos in allen Eiern feststellen. Hiermit untersuchte 
ich das Eigelb von einigen, 7 Tage lang bebriiteten Eiern auf Diastase, 
Lipase, Protease, Salicylase und auch Katalase. 

Die Untersuchung der letztgenannten Fermente schien mir deshalb 
besonders interessant, weil, vom Embryo ausgehend, das Eigelb um- 
sponnen war von einem Netze feinster BlutgefaBe, und weil man an- 
nehmen durfte, daB sich vielleicht jetzt Katalase im Eigelb nachweisen 
lassen wiirde. Friihere Versuche von mir, in unbebriiteten Eiern Kata- 
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lase festzustellen, hatten stets ein negatives Ergebnis. Ich trennte 


zu dem Zwecke sehr vorsichtig das Eigelb von dem Embryo, ohne 
irgend ein BlutgefiB zu verletzen, und untersuchte es in der tiblichen 


-Weise unter Verwendung von | proz. Wasserstoffsuperoxydlésung auf 


die Gegenwart von Katalase. Aber auch hier war in jedem Falle das 
Resultat ein durchaus negatives und blieb es auch die ganze Zeit, 
soweit auch die Entwicklung des Embryos und seiner GefaBe fort- 
schritt. Ebenso negativ fielen die Untersuchungen auf Trypsin und 
Salicylase aus. 

Dagegen ergab sich fiir die Diastase mit weiteren Fortschritten 
der Entwicklung eine deutliche Zunahme. Die Werte fiir die Lipase 
bewegten sich wahrend der ganzen Brutzeit in fast denselben Grenzen, 
wie wir sie bei den unbebriiteten Eiern beobachtet haben. 

Fir beide Fermente teile ich das Resultat der Untersuchungen 
in Tabelle VI mit. 





Tabelle VI. 
Bruttage: ri 8. 9. 10. BN tk 
Gesamte Eigelbmenge .... g) 21 17 22 20 8 4 
Diastase dy. einai 80 80 80 | 320 | 320 | 320 
Diastase q % ol Ais SADR ehh tere tay 1280 640 640 | 2560 | 1280 | 2560 
Monobutyrase ccm n/10 NaOH | | 
fiir 100,0 Eigelb . .. . . . | 30,0) 50,0) 25.0 | 60,0 75,0 | 60,0 
Lipase (Lecithase) cem n/10 , 
NaOH fir 100,0 Eigelb . . 300 30,0 250) 200) 200 300 


Im groBen und ganzen sehen wir also, da8 wahrend der Bebriitung 
unter den Fermenten des Eigelbs keine groBen Umwailzungen stattfinden ; 
nur die Diastase nimmt an Wirkung zu und Salicylase verschwindet. 


Untersuchungen iiber die Fermente im frischen Hiihnereiwei8. 
Diastase. 

Bei der Untersuchung des HiihnereiweiBes auf Diastase ging ich 
in der gleichen Weise vor, wie bei der Untersuchung des Eigelbs an- 
gegeben wurde. Da die Verteilung reinen Eiweifes mittels Pipette 
nicht gut durchfiihrbar war, wurde zunichst EiweiB mit physiologischer 
Kochsalzloésung zu gleichen Teilen gemischt und mit diesem Gemisch 
eine absteigende Reihe angestellt. Als Starkelésung verwandte ich, 
da nur eine sehr schwache Diastasewirkung zu erwarten war, auch 
eine lpromillige und setzte davon zu jedem Glaschen 5,0 ccm zu. 
Die Reihe kam dann auf 3 bzw. 4 Stunden und auf 24 Stunden ins 
Wasserbad bzw. in den Brutschrank. Die so gefundenen Werte sind 
wesentlich niedriger als die mit Eigelb ermittelten. Sie schwanken 
im wesentlichen zwischen di, = 20 bis 80. Die Diastase im EiweiB 
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jst so gering, daB bei zweistiindiger Versuchsdauer unter obiger Ver- 

' suchsanordnung das Resultat tiberhaupt ein negatives war. Erst bei 

| drei- und vierstiindigem Verweilen der Versuchsreihen im Wasserbade 

} konnte ich ganz minimale Wirkungen erzielen. Im Vergleich zu den 
Diastasemengen im Eigelb wiirde sich ergeben, aaB das Eigelb 32mal 
soviel Diastase enthalt als das HiihnereiweiB. 


Lipase. 

Zur Priifung auf die Gegenwart von Lipase im EiweiB verwandte 
ich die stalagmometrische Methode von Rona und Michaelis (12). 

Zu dem Zwecke stellte ich mir eine wisserige Tributyrinlésung 
in der Weise her, da ich 2 Tropfen Tributyrin mit 200 ccm Wasser 
stark und lingere Zeit schiittelte und dann durch ein feuchtes Filter 
filtrierte. Den Versuch setzte ich dann so an, daB ich 5,0 cem frisches 


| EiweiB mit 50,0cem Tributyrinlésung und 1,0 ccm Phosphatgemisch 


versetzte und sofort die Tropfenzahl bei 18°C feststellte. Als Kon- 


' trollen dienten zwei Gemische: a) 5,0 ccm EiweiB + 50,0 com Wasser 


+ 1,0 cem Phosphatgemisch, b) 5,0 com Wasser +- 50,0 ccm Tributyrin- 


' lésung + 1,0cem Phosphatgemisch. In diesen beiden Kontrollen 
' wurde gleichfalls sofort die Tropfenzahl bestimmt. Samtliche drei 


Portionen kamen dann zu gleicher Zeit in ein Wasserbad von 38° C 
und blieben dort zunichst 30 Minuten. Danach wurden sie wieder 
auf 18°C abgekihlt, die Tropfenzahl bestimmt und abermals in das 
Wasserbad gebracht. In der gleichen Weise wurde nach 60 und nach 
90 Minuten der Versuch unterbrochen und der Fortgang der Spaltung 


ermittelt. Auf diese Weise untersuchte ich eine groBe Zahl von Eiern 


und konnte in allen feststellen, daB das Eiweif in viel gréBeren Mengen 
die Fahigkeit besitzt, Tributyrin zu spalten als das Eigelb. In Ta- 
belle VII stelle ich das Resultat von nur fiinf Versuchen zusammen, 
die von mir untersuchte Zahl ist eine weit gréBere. 


Tabelle VII. 





: Tropfenzahl Pr eeenarny a 
y ros remiee sofort nach 30 Min. nach 60 Min. | nach 90 Min. Tropfen 
1 118 91 | 91 89 20 
2 124 | 118 113 110 14 
3 123 116 112 108 15 
4 64 Rs et 100 2 
5 125 123 120 119 6 


Vergleichen wir die in Tabelle VII mitgeteilten Zahlen fir die 
Tropfendifferenz mit denen bei der Einwirkung von Eigelb auf Tri- 
butyrin festgestellten, so ergeben sich ganz betrichtliche Unterschiede. 
Wahrend ich hier durchschnittlich eine Abnahme von 14 bis 15 Tropfen 
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zu verzeichnen habe, ist die Mittelzahl fiir Eigelb 3 bis 4. Ich méchite 
jedoch nicht versiumen, darauf hinzuweisen, daB ich mitunter auch 
im Eiwei8 ein fast ganzlich negatives Resultat bei der Tributyrin. 
spaltung zu verzeichnen hatte, unter mehr als zehn Fillen begegnete 
ich im ganzen 2 bis 3 Fallen von fast negativem Resultat. 

Zur Technik der Versuchsanordnung méchte ich bemerken, daj 
es in meinen Versuchen ganz ohne Belang war, ob ich mit oder ohne 
Phosphatgemisch arbeitete. In mehrfachen Kontrollen konnte ich 
mich davon iiberzeugen, da die Spaltung ohne Phosphatgemisch 
ebensogut verlief wie mit Zusatz eines Puffers. Diese Feststellung 
machte ich erst gegen Ende meiner Versuche; bei der Mehrzahl der 
von mir mitgeteilten Versuche war noch ein Puffer verwandt worden 

Neuerdings haben nun Rona und seine Mitarbeiter (13) daraut 
hingewiesen, da manche Lipase sich gegeniiber Chinin und Atoxy| 
je nach ihrer Herkunft ganz verschieden verhalten. So ist nach ihren 
Untersuchungen die Serumlipase und Pankreaslipase stark chinin- 
empfindlich, Leberlipase dagegen ganz unempfindlich gegen Chinin, 
wihrend sie durch Atoxyl in ihrer Wirkung stark beeintrachtigt wird. 
In Anlehnung an diese Beobachtung priifte ich das Verhalten der 
Lipase im EiweiB gegeniiber Chinin und Atoxyl. Ich ging dabei in 
der Weise vor, daB ich zu dem Gemisch von 5,0 ccm EiweiB + 50,0 ecm 
Tributyrinlésung + 1,0 ccm Phosphatgemisch, Chinin in Mengen von 
5 bis 10 mg zusetzte. Gleichzeitig wurde natiirlich die entsprechende 
Kontrolle angesetzt. Dabei beobachtete ich, daf bei Gegenwart von 
5 mg die Beeinflussung nur eine maBige war. Dagegen hemmten 10 mg 
Chinin in jedem Falle die Lipase sehr stark. Atoxyl aber zeigte sowohl bei 
5 wie bei 10mg nicht den geringsten EinfluB auf die Lipase. Als Beleg 
fiihre ich hier fiir beide Versuchsreihen je einen Versuch an (Tab. VIII). 

Die Empfindlichkeit gegeniiber dem Chinin und die Unempfind- 
lichkeit gegeniiber dem Atoxyl ist auch charakteristisch fiir die Pankreas- 
lipase und die Darmlipase, und man kénnte versucht sein, hieraus nahe 
Verwandtschaft zwischen EiereiweiBlipase und Pankreas- bzw. Darmlipase 
herzuleiten. Solange aber noch nicht festgestellt ist, daB sie auch noch in 
anderer Beziehung iibereinstimmen, wire eine solche Annahme verfriiht. 

Gleichzeitig habe ich auch das Verhalten des EiereiweiBes gegen- 
tiber dem Monobutyrin gepriift und bin dabei in der iiblichen Weise 
vorgegangen, indem ich 1,0 bis 2,0 bis 5,0 cem EiereiweiB mit 10,0 ccm 
einer 1 proz. Monobutyrinlésung mischte und auf 24 Stunden in den 
Brutschrank stellte. Nach Ablauf der Frist wurde die in Freiheit ge- 
setzte Saiure mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein als Indikator 
titriert. Dabei ergab sich, auf 100 ccm Eiereiweif berechnet, ein Durch- 
schnittswert von 15 ccm n/10 NaOH. Dieser Wert bleibt weit zuriick 
hinter dem entsprechend fir Eigelb festgestellten. 
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Tabelle VIII. 





Mit Chinin 


= Ohne Chinin " 
5 mg 10 mg 


Nr. 


0’ 30’ 60' 90’ || O 30’ 60’ 90’ 0’ 30’ 60’ 90’ 


Versuc 


1 124 | 121 119 | 117. 127 | 126 | 124 | 123 





2 120 | 113 109 | 100 — | — | — — | 126 | 124) 122); 119 

. Mit Atoxyl 

2 Ohne Atoxyl 

35 5 mg 10 mg 

S 0’ | 30’ | 60’ | 90’ 0 30’ = 60” | (90 0’ 30’ | 60 | 90° 

1 120 | 113 109 100; 120, 115 | 110 101); — | — | —,) — 

2 124 | 121 119 117) — | — — | — | 123 | 120] 117 | 115 
Protease. 


Schon Wohlgemuth (3) hat Versuche gemacht, um proteolytische 
Fermente im Eiwei® festzustellen, aber diese Versuche, die mit der 
Autolyse ausgefiihrt wurden, haben nur negative Resultate ergeben. 

Es wurde deshalb versucht, mit einer anderen Methodik diese 
Frage zu entscheiden. Analog den Versuchen mit Eigelb habe ich erst 
mit Hilfe der Formoltitrationsmethode mich bemiht, eine ereptische 
Wirkung festzustellen, erhielt hierbei jedoch stets negative Resultate. 
Dann wurde untersucht, ob EiereiweiB eine Karminfibrinflocke anzu- 
greifen vermag. Es zeigte sich tatsichlich, daB das Eiweif’ imstande 
ist, geringe Mengen der Fibrinflocke zu lésen. Um die Wirkung quanti- 
tativ zu messen und um auf diese Weise verschiedene Eier miteinander 
zu vergleichen, wurde eine Reihe mit absteigenden Mengen EiereiweiB 
angesetzt und zu jedem Glischen eine kleine — etwa hirsekorngroBe 
— Flocke zugesetzt. Gleichzeitig wurde eine Kontrolle mit gekochter 
EiweiBlésung angestellt. Ich ging bei meinen Versuchen, da natives 
EiweiB beim Erhitzen sofort zu einer kompakten Masse erstarrt, stets 
von einer fiinffachen Verdiinnung aus, indem ich zur Verdiinnung 
destilliertes Wasser verwandte. Mit einem Teil dieser Verdiinnung 
setzte ich sofort eine Reihe an; der andere Teil wurde vorher 30 Minuten 
in siedendem Wasserbade erhitzt und nach der Abkihlung in der 
gleichen Weise zum Versuche verwandt. Beide Reihen kamen dann 
in ein Wasserbad von 38°C, und nach Ablauf einer Stunde wurde das 
Resultat notiert, ebenso nach zweistiindigem und nach 24stiindigem 
Aufenthalt im Brutschrank. Das Resultat eines solchen Versuches 
teile ich in Tabelle IX mit, wobei (+) deutliche Rotfarbung, (sp) nur 
spurweise Rotfairbung bedeutet. 

Wie aus Tabelle IX ersichtlich ist, zeigen die ersten drei Reagenz- 
glaischen des Hauptversuches nach Ablauf eines einstiindigen Ver- 
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Tabelle 1X. 
Wirkliche Hauptversuch Kontrollversuch 
Eiweifsmenge * ——— - ——_—________—— 
feted nach 1 Std. | nach 2 Std. | nach 24Std. nach 1 Std. | nach 2 Std. | nach 24Std, 

1,0 > + $5 sp 

0,5 4 + | + + —€ sp +. 
0,25 + oe } ++ — sp -+ 
0,1 — seer | ab es = ee 
0,05 ae ae eee Lan BD Re a 
0,025 _ -= —_— —_ ae sis 
0,0125 Reale kaplan ys inde in r 


| 


weilens im Wasserbade eine Rotfairbung, dagegen keine im Kontrol. 
versuch. Nach zweistiindiger Aufbewahrungszeit beobachtet man 
ebenfalls eine Rotfarbung des Hauptversuches, beim gleichen Kontroll- 
versuch aber nur eine Andeutung davon. Nach 24 Stunden ist dic 
Rotfarbung beim Hauptversuch in den ersten drei Glaschen besonders 
deutlich zu sehen, auBerdem weisen noch zwei andere weitere Glaschen 
eine Rétung auf. Bei dem gleichen Kontrollversuch weisen aber nur 
drei Glaschen eine etwas deutliche Rotfairbung auf. In keinem der 
Glaschen mit Rotfairbung habe ich jemals eine véllige Auflésung der 
Fibrinflocke beobachtet. Ich konnte immer nur eine leichte Auffaserung 
oder auch mitunter nur eine Lockerung des peripheren Teiles der Flocke 
feststellen. Immerhin méchte ich das doch als den Ausdruck einer 
Fibrinolyse auffassen. In sechs solchen von mir angestellten Versuchen 
haben vier sicher positive Resultate ergeben. Ich méchte hieraus 
schlieBen, daB im EiereiweiB auch ein fibrinolytisches Ferment, wenn 
auch nur ein sehr schwaches, enthalten ist. 

DaB auch bei den Kontrollen trotz der vorausgegangenen starken 
Erhitzung eine geringe positive Reaktion beobachtet wurde, kénnte 
vielleicht so erklart werden, da trotz Erhitzens ein geringer Teil der 
fibrinolytischen Kraft erhalten geblieben war infolge der Schutz- 
wirkung, die das Eiereiweif auf das Ferment ausiibt. Denn es ist ja 
bekannt, daB Fermentlésungen in ihrer Wirkung durch Erhitzen viel 
weniger geschwicht werden, wenn man diesen Eingriff in Gegenwart 
des Substrats vornimmt, auf welches das Ferment wirkt oder zu dem 
es in irgend einer Beziehung steht, als wenn man reine Fermentliésungen 
allein erhitzt. 


Oxydasen. 

Im Hinblick darauf, daB in der Mehrzahl der Fille das aus der 
Schale kriechende Hiihnchen ein stark pigmentiertes Federkleid zeigt, 
schien es nicht aussichtslos, das EiereiweiB auf die Gegenwart eines 
Ferments zu untersuchen, welches fiir die Pigmentierung verant- 
wortlich sein muBte. Denn wie sollte man sich anders als durch ein 
Ferment die massenhaften Pigmentierungen entstanden denken, dic 
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beispielsweise in den Federn eines braunen oder schwarzen Hiihnchens 
abgelagert sind. Wenn das wirklich der Fall war, so muBte sich auch 
im EiereiweiB dieses Ferment entweder praformiert finden oder wihrend 
der Bebriitung plétzlich in die Erscheinung treten. 

Ich untersuchte deshalb das Hiihnereiwei} von unbebriiteten 
Kiern auf sein Verhalten gegeniiber Brenzkatechin, Adrenalin und 
Tyrosin, um zu ermitteln, ob es imstande ist, aus diesen Produkten 
melaninartige Substanzen zu bilden. Ich verfuhr so, da® ich frisches 
HiihnereiweiB mit geringer Menge von Brenzcatechin in wiasseriger 
Lésung, von salzsaurem Suprarenin und von Tyrosin, gleichfalls in 
Wasser gelést, versetzte. Gleichzeitig stellte ich Kontrollen an mit 
gekochtem Hihnereiwei8 und den entsprechenden Zusitzen und 
brachte alle Glaischen in einen Brutschrank. Dabei zeigte sich, daB 
die Portion mit Brenzcatechin sich schon nach einigen Stunden hell- 
braun fairbte und nach 24 Stunden eine tief dunkelbraune Farbe an- 
genommen hatte, waihrend die Kontrolle nur eine ganz schwach hell- 
braune Farbung zeigte. In der Portion mit Adrenalin beobachtet man 
erst nach Verlauf von 24 Stunden eine briunliche Farbe, wahrend die 
Kontrolle sich gar nicht verindert hatte, und nach 48 Stunden ein 
viel tieferes Braun als am Tage vorher. In der Tyrosinportion zeigte 
sich gar keine Veriinderung, auch wenn die Versuche iiber 3 und 4 Tage 
ausgedehnt wurden. Stets sah ich, daB in den positiven Glaschen die 
Farbstoffbildung zunichst an der Oberfliche begann und von dort aus 
weiter in die Tiefe ging. Simtliche Versuche wurden, um einer Stérung 
durch Faulnis zu begegnen, stets unter Toluol gehalten. 

Diese Versuche habe ich zu wiederholten Malen ausgefiihrt und 
bin stets beim Brenzcatechin und beim Adrenalin zu einem positiven, 
beim Tyrosin zu einem negativen Resultat gekommen. 

In einem Falle hatte ich auch Gelegenheit, einen Versuch mit 
Dioxyphenylalanin, das unter dem Namen Dopareagens bekannt ist, 
auszufiihren. Hier konnte ich schon nach Verlauf von 15 Minuten eine 
deutliche Hellbraunfairbung konstatieren, die von Stunde zu Stunde 
tiefer wurde und am nichsten Tage fast schwarz war. 

Aus diesem Befunde glaube ich mit Sicherheit schlieBen zu diirfen, 
daB sich im EiereiweiB eine Oxydase befindet, die Brenzcatechin, 
Adrenalin und Dioxyphenylalanin anzugreifen vermag, nicht dagegen 
Tyrosin. Wir habe es hier mit einem ahnlichen Ferment zu tun, wie 
es Newberg (14) in einem Tumor der menschlichen Nebenniere nach- 
weisen konnte, das wohl Adrenalin, aber nicht Tyrosin zu oxydieren 
imstande war. Das von ihm in Sepia officinalis aufgefundene Ferment 
oxydierte Adrenalin, Tryptophan und Brenzcatechin und in geringem 
Mafe Tyrosin unter Farbstoffbildung. Da ich niemals einen Abbau von 
Tyrosin in meinen Versuchen beobachtete, méchte ich annehmen, daf das 
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Ferment im HihnereiweiB von dem in Sepia officinalis verschieden ist. 
In meinem Falle habe ich es mit einem Ferment zu tun, dessen Wirkung 
nur gegen Phenolderivate mit zwei Oxygruppen gerichtet ist. Allerdings 
hatte ich auBer dem Tyrosin kein anderes Benzolderivat mit einer Hydr- 
oxylgruppe zu meinen Versuchen zur Verfiigung, und ich méchte deshalbh 
meine Auffassung von der besonderen Affinitat meines Ferments zu den 
doppelt hydroxylierten Benzolderivaten nur mit aller Reserve vertreten. 

Nachdem es mir gelungen war, im HihnereiweiB ein Ferment 
aufzufinden, das aus intermediiren Stoffwechselprodukten melanin- 
artige Substanzen zu bilden vermag, lag es nahe, an die Frage heran- 
zutreten, ob im HihnereiweiB sich neben dem Ferment noch gleichzeitig 
auch das Substrat priformiert findet, auf welches das Ferment wirkt. 
Natiirlich erwartete ich nicht, etwa im HiihnereiweiB Substanzen wie 
Brenzcatechin, Adrenalin und Dioxyphenylalanin frei anzutreffen. 
Aber man konnte doch daran denken, daB sich die Muttersubstanzen 
fiir das Pigment des Hiihnchens in irgend einer Form im Ei finden, 
bei der man sie unter Verwendung einer kriaftigen Fermentlésung 
(Adrenalase bzw. Tyrosinase) vielleicht erkennen konnte. Fir die 
Herstellung der Fermentlésung dienten mir getrocknete Pilze, und 
zwar Russula delica, die mir Herr Prof. Wohlgemuth in liebenswirdiger 
Weise zur Verfiigung stellte. Das Material war bereits 13 Jahre alt 
und diente seinerzeit Herrn Prof. Wohlgemuth (15) bei seinem Studium 
tiber Melanosarkom. Mit Hilfe dieses Pilzes war es ihm gelungen, aus 
einem weifen Sarkom ein Melanosarkom im Reagenzglase darzustellen. 

Ich stellte mir aus dem Material einen Extrakt in der Weise her, 
da8 ich die getrockneten Pilze in der Reibschale zu einem Pulver 
zerrieb und dann mit destilliertem Wasser extrahierte. Der so ge- 
wonnene Exirakt war imstande, schon im Verlauf von einer Stunde 
Adrenalin in schwacher Lésung und ebenso geléstes Tyrosin hellbraun 
bzw. dunkelbraun und letzteres schon nach 3 Stunden schwarz zu fiarben. 
Mit dieser Pilzart haben Abderhalden und Guggenheim (16) ihre Unter- 
suchungen an verschiedenen Aminosiuren, insbesondere an Tyrosin 
und an zahlreichen |-Tyrosin enthaltenden Polypeptiden angestellt 
und gefunden, daB sie alle durch das in Russula delica enthaltene 
Ferment dunkel gefirbt werden. Gerade im Hinblick auf dieses Ver- 
halten der Polypeptide schien es mir aussichtsvoll, auf das Eiereiweil} 
und auf das Eigelb die Fermentlésung einwirken zu lassen. Die Ver- 
suche wurden so ausgefiihrt, da zu 3ccm EiereiweiB bzw. 3 ccm 
Eigelb je 1 ccm der stark wirksamen Fermentlésung zugesetzt wurde 
und die Glaischen in ein Wasserbad, von 38°C gestellt wurden. Dabei 
zeigte sich in keinem Falle im Eiereiwei8 jemals eine Farbenianderung : 
die Lésungen zeigten noch nach 24 Stunden dieselbe Farbe wie zu 
Beginn des Versuches. Bei Eigelb dagegen war mitunter eine leichte 
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Farbeninderung zu konstatieren, und es hatten sich am Boden des 
eagenzglases einzelne dunkle Partikelchen angesammelt. Es scheint 
also, als ob im Eigelb eine Substanz vorhanden ist, die vielleicht als 
die Muttersubstanz fiir das Pigment des Hiihnchens zu gelten hat. 


Verhalten der Fermente des Eiereiwei8es wihrend der Bebriitung. 

Was zuniichst die Diastase anbetrifft, so konnte ich im EiweiB 
von Eiern, die 8 bis 12 Tage der Brutschrankwirme ausgesetzt waren, 
und in denen sich der Embryo gut entwickelt hatte, eine deutliche 
Zunahme konstatieren. 

Wihrend sich im unbebriiteten EiereiweiB die Diastasen bewegen 
zwischen Fo = 20 bis 80, im Durchschnitt also ass = 40 betragen, 
zeigte das bebriitete EiweiB Werte von ae, = 80 bis 160. Dasselbe 
Verhalten hatte auch die Eigelbdiastase gezeigt, tiber die bereits oben 
berichtet wurde. 

Im Gegensatz dazu fand ich fiir die Lipase stets kleinere Werte 
nach der Bebriitung als im unbebriiteten EiereiweiB, und zwar betrug 
die Abnahme fast ein Drittel der normalen Werte; wahrend normaliter 
die Tropfenzahlen im Mittel 14 bis 15 betrugen, ergab sich in 
bebriitetem EiereiweiB ein Mittelwert von 5 bis 6 Tropfen. 

Desgleichen ergab die Priifung auf Oxydasen im bebriiteten Hithnerei- 
eiweiB eine Abnahme desselben. So wurde z. B. Brenzcatechin viel 
langsamer und schwicher oxydiert als vom normalen Eiereiweif. 
Dasselbe konnte ich fiir Adrenalin und fiir Dioxyphenylalanin kon- 
statieren. Im AnschluB hieran stellte ich noch einmal Versuche mit 
dem oben beschriebenen Pilzextrakt aus Russula delica an in der Er- 
wartung, daB durch die Vorginge bei der Bebriitung vielleicht irgend- 
welche Abspaltungen oder Zerlegungen des Eiereiweifes eingetreten 
waren, und da8B nunmehr die Fermentlésung ein giinstiges Angriffsobjekt 
finden wiirde. Indessen waren auch jetzt alle Versuche negativ; es zeigte 
sich bei Zusatz von stark wirksamem Pilzextrakt zu dem bebriiteten 
Eiereiwei8 in allen Versuchen keinerlei Dunkelfirbung. Mehr von 
Erfolg begiinstigt waren wir dagegen bei den Versuchen mit bebriitetem 
Eiereigelb. Wahrend beim unbebriiteten Eiereigelb sich unter dem Ein- 
fluB von dem Pilzextrakt nur auBerst schwache Dunkelfarbung kon- 
statieren lie8, ergaben die Versuche mit dem bebriiteten Produkt ganz 
deutliche Dunkelfarbung, ja in einem Falle konnte ich sogar kleine 
schwarze Partikelchen in dem Eigelbfermentgemisch beobachten. Ich 
méchte diesen interessanten Befund so erkliren, daB wiahrend der 
Bebriitung sich aus dem im Eigelb befindlichen Protein irgendwelche 
Komplexe von vielleicht peptidartigem Bau ahnlich den von Abder- 
halden und Guggenheim untersuchten losgelést und so das Material 
fiir den Fermentangriff geliefert haben. 
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Zusammenfassend haben meine Untersuchungen folgendes ergeben : 

1. Das Eigelb ist weit reicher an Diastase als das EiweiB; dic 
daselbst vorhandenen Quantititen entsprechen etwa dem Gehalt 
des Menschen- und Kaninchenserums an Diastase. Wiahrend der Be- 
briitung des Eies nimmt mit fortschreitender Entwicklung des Embryos 
die Diastase im Eigelb zu, und ebenso zeigt auch das EiereiweiB eine 
verstiirkte diastatische Kraft bei der Bebriitung. Die Diastase des 
Hithhereies verhalt sich wie die Diastase beim Menschen, sie wird durch 
die Gegenwart von Kochsalz, noch mehr aber durch Serum stark aktiviert. 

2. Monobutyrase findet sich im Eigelb in betrachtlicher Menge, 
viel weniger dagegen im EiereiweiB. Im Gegensatz dazu ist Tributyrase 
im Hiereiweif in weit gréBerer Menge enthalten als im Eigelb. Sie ist 
wie die Pankreas- und die Darmlipase empfindlich gegen Chinin, un- 
empfindlich gegen Atoxyl. Wahrend der Bebriitung nimmt sie an 
Menge erheblich ab. Die Monobutyrase dagegen zeigt wahrend der 
Bebriitung keine Abschwichung in ihrer Wirkung. 

3. Von eiweiSspaltenden Fermenten wurde neben dem bereits 
bekannten autolytischen auch ein ereptisches gefunden und im Eier- 
eiweiB ein fibrinolytisches, das aber nur sehr schwache Wirkung zeigte. 

4. Im Eigelb finden sich Salicylase und Histozym; beide ver- 
schwinden wihrend der Bebriitung. 

5. Im KiereiweiB konnte eine Oxydase nachgewiesen werden, dic 
befihigt ist, aus Brenzcatechin, Adrenalin und Dioxyphenylalanin 
einen braunen Farbstoff zu bilden. Tyrosin wurde von dem Ferment 
nicht angegriffen. Wihrend der Bebriitung nimmt die Wirkung dieses 
Ferments ab. — Im frischen Eigelb, besonders aber im bebriteten, 
findet sich eine Substanz, welche durch die Oxydase von Russula 
delica hellbraun bis schwarz gefirbt wird. 

Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der 
Hojimi-Hoshi-Stiftung verdanken. 
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Uber die Einwirkung 
yon Metallsalzen auf den Verlauf der alkoholischen Girung. 


Von 
Albert v. May. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1923.) 


Kiinstliche Eingriffe in die Kette der Umsetzungen, die bei alko- 


holischer Zuckerspaltung ablaufen, haben es erméglicht, Einblicke in 
den verwickelten Mechanismus der sich hier abspielenden Vorginge 
za tun. Nach dieser Richturig haben wesentliche Erfolge die ver- 
schiedenen Abfangverfahren gezeitigt; die Abfangmittel bedingen 
qualitativ wie quantitativ bedeutende Abartungen. Jede Methode, 
welche auf irgendwelchen Wegen eine Verschiebung im Getriebe der 
normalen Reaktionsfolgen herbeifiihrt und eine durchsichtige Er- 
fassung abnormer Giarprodukte erméglicht, verdient die gréBte Be- 
achtung ; denn man kann hoffen, mit ihrer Hilfe entweder neue Zwischen- 
stufen des Zuckerzerfalls aufzufinden oder eine vertiefte Einsicht in 
die Natur der schon bekannten Umwandlungen zu gewinnen. 


Von diesen Gesichtspunkten aus schien mir eine nahere Unter- 
suchung einer von S. Kostytschew!) gemachten Mitteilung aussichtsvoll, 
laut der Salze der beiden nahe verwandten Metalle Zink und Cadmium 
eine besondere Wirkung bei der geistigen Garung ausiiben. Sie soll 
darin bestehen, da Acetaldehyd in vermehrter Menge auftritt und 
ein betrachtlicher Teil des Kohlenhydrats verschwindet, ohne in Alkohol 
und Kohlendioxyd oder in andere bekannte Stoffe iiberzugehen. Friihere 
Nachpriifungen dieser Angaben, die sich damals nur auf die Zinksalze 


1) S. Kostytschew, H. 79, 130, 1912; 111, 126 und 132, 1920. 
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erstreckt hatten, sind durch C. Newberg und Joh. Kerb!) sowie von 
E. Buchner, K. Langheld und S. Skraup*) erfolgt., Alle diese. Autoren 
waren zu keiner Bestatigung der Kostytschewschen Auffassung gelangt. 
Neuberg und Kerb haben besonders darauf aufmerksam gemacht, 
daB die Menge von Acetaldehyd, die bei dem Vorgehen Kostytschews 
und nach seinen eigenen Angaben erzielt worden war, aiuBerst sparlich 
ist und sich im Maximum auf 0,15 Proz. des verwendeten Zuckers belief. 
Diese Zahl muB um so geringfiigiger erscheinen, wenn man bedenkt, 
daB z. B. das Sulfitabfangverfahren glatt 75 bis 80 Proz. der theoretisch 
méglichen Menge an Garungsacetaldehyd liefert*). Ferner ist darauf 
hinzuweisen, daB auch jene, bei der Umsetzung von Zucker in Gegen- 
wart von Zinksalzen zu beobachtende unerhebliche Steigerung an 
Aldehyd nur bei Heranziehung von Trockenhefepriparaten eintreten, 
dagegen véllig ausbleiben soll bei Anwendung von frischen Hefen, 
d. h. bei dem Normalvorgange der alkoholischen Zuckerspaltung. 
Eine Differenz zwischen den Erfahrungen von Newberg und Kerb einer- 
seits sowie denen von Kostytschew andererseits besteht zudem darin, dai 
erstere in Ansiitzen von Trockenhefe allein mit Chlorzink und Wasser, 
d. h. ohne Beigabe von Zucker, kleine Acetaldehydmengen auftreten 
sahen. Dieses Verhalten, das fiir eine Auswertung der Befunde von 
Bedeutung ist, will Kostytschew*) auf ungleiche Eigenschaften der 


Hefenpraparate zuriickfiihren; denn er gibt jiingst an, beobachtet zu 
haben, daB verschiedene Heferassen ganz enorme biochemische Unter- 
schiede aufweisen. 

Den Ausfiithrungen von Buchner, Langheld und Skraup (1. c.), 
da der Aldehyd sekundir entsteht infolge Begiinstigung der Oxydation 


1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr 48, 494, 1912; 58, 158, 1913. 

®) HE. Buchner, K. Langheld und S. Skraup, B. 47, 2552, 1914. 

3) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 388, 1918 und 
B. 52, 1696, 1919; H. Kumagawa, diese Zeitschr. 181, 148, 1922. 

*) Wenn er auch (1. c., 8. 128) betont: ,,Keinmal war eine Bildung von 
Acetaldehyd aus Nichtzuckerstoffen zu verzeichnen“‘*, und wenn er hinzufiigt : 
»,Bei Abwesenheit von Chlorzink hat die von uns, verwendete Trockenhefe 
selbst nach Vergarung von 20 g Zucker nicht die geringste Spur von Aldehyd 
erzeugt, so steht das nicht nur im Widerspruch mit den Erfahrungen von 
OC. Neuberg u. Joh. Kerb (diese Zeitschr., 1. c. u. 58, 158, 1913; B. 47, 2730, 
1914), mit denen von C. Neuberg und E. Schwenk (diese Zeitschr. 71, 126, 
1915) sowie von EL. Zerner (B. 58, 334, 1920), sondern auch mit seinen eigenen 
Zahlen (auf 8. 130 und 137/138 der Zeitschr. f. physiol. Chem. 111). Hier 
gibt namlich der russische Forscher fiir den ungezuckerten Zinkversuch !/,, 
der im Zucker-Zink-Ansatz erzielten Aldehydausbeute bzw. 1/, bis!/, des im 
Zucker-Cadmium-Ansatz gefundenen Ertrages an. Ferner macht die von 
ihm im Experiment mit Bromcadmium aus 5 g Hefanol allein gewonnene 
Quantitét von 3mg Aldehyd beinahe die Halfte des Quantums an Acet- 
aldehyd aus, den die Ansitze mit der entsprechenden Menge von Zink- 
salzen, Hefepriiparat plus Zucker ihm geliefert hatten. 
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normalerweise zuvor gebildeten Athylalkohols, widerspricht!) Kost ytschew. 
Das wichtigste Resultat aber, das der russische Autor mitteilt, ware 
das erwahnte, da® unter dem Einflusse von Zink- oder Cadmiumverbin- 
dungen ein erheblicher Teil — bis zur Hilfte des durch Titration nicht 
feststellbaren Zuckers — in unbekannte Giarungserzeugnisse iiber- 
gegangen sei. Dabei soll es sich nicht etwa um eine Bildung von Poly- 
sacchariden handeln, die aus dem scheinbar verschwundenen Zucker 
entstanden sind, sondern um unaufgeklarte Produkte eines _bio- 
chemischen Zuckerumsatzes. Zu ihrer SchluBfolgerung sind Kost ytschew 
und Mitarbeiter auf Grund der titrimetrischen Bestimmungen des noch 
unversehrten Zuckeranteils gelangt ; dieselbe haben sie in ihren Mazeraten 
hauptsichlich nach der Vorschrift von Bertrand (zum Teil auch nach 
Lehmann) vorgenommen. Sie bemerken dazu, daB sie in einigen Ver- 
suchen die reichlich vorhandenen Aminoverbindungen nach einem 
Verfahren von C’. Neuberg und Joh. Kerb?) entfernt hatten, wodurch aber 
die Resultate der Zuckeranalysen unverindert geblieben seien. 

Bei der Bertrandschen Methode ist Voraussetzung ein voll- 
stindiger Ausfall des Kupferoxyduls, das abgesaugt, ausgewaschen und 
dann bestimmt wird durch Permanganattitration des Eisenoxydul- 
sulfats, wie es beim Eintragen in eine Ferrisulfatlésung erzeugt wird®), 
Es ist nach meinen Erfahrungen aber ginzlich unméglich, in einem 
Mazerat von Trockenhefe Kupferoxydul iiberhaupt oder einwandfrei 
zur Abscheidung zu bringen; denn selbstverstandlich bleibt dasselbe in 
kolloidaler Lésung, indem sich die aus den HefeeiweiBkérpern entstan- 
denen stickstoffhaltigen Substanzen teils als Lésungsmittel, teils als 
Schutzkolloide betitigen. Das steht vollkommen in Ubereinstimmung mit 
analogen Erfahrungen von Buchner und Hahn*) und vielen anderen 
Autoren®). Man muB sich klar machen, was Kostytschew in seinen Ver- 
suchen bewirkt. Er fiigt Trockenhefe zu der fiinffachen Menge Wasser, 
erhalt also zunachst einen Hefemazerationssaft, dessen Bestandteile durch 
mehrtiagige Digestion alsdann einer mehr oder weniger weitgehenden 
Autolyse unterliegen®). Infolge der proteolytischen Vorginge ent- 
stehen aus den nativen EiweiSkérpern der Hefe nicht koagulable 


1) In Wirklichkeit tritt aber in den von Kostytschew zur Bekraftigung 
seiner Ablehnung mitgeteilten Beispielen (l. c., 8. 137) gerade bei der 
Digestion von Trockenhefe, Metallsalz und verdiinntem Weingeist 67 Proz. 
mehr Acetaldehyd auf als in der spritfreien Kontrolle. 

2) O. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 40, 498, 1912; 67, 119, 1914. 

8) G. Sonntag, Chem. Centralbl. 1903, I, 998; diese Zeitschr. 58, 501, 1913. 

4) E.u. H. Buchner sowie M. Hahn, Zymasegirung, 8. 212. 

5) z. B. E. Buchner und R. Rapp, B. 81, 1085, 1898; H. J. Lesser, 
diese Zeitschr. 54, 254, 1913; M. v. Grab, ebendaselbst 128, 82; 1921; 
R. Ege, ebendaselbst 107, 231, 1920. 

*) Vgl. N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 120, 25 und 62, 1921. 
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Albumosen, Peptone und auch Aminosiuren, deren Lésungskraft fiir 
Kupferoxydul eine allbekannte Erscheinung ist. Es ist daher schwerver- 
stindlich, wenn Kostytschew behauptet, daB er ein auf Abscheidung 
von Kupferoxydul gegriindetes Verfahren zur Zuckerbestimmung hale 
anwenden kénnen. Zur Aufhebung der stérenden Einfliisse des stick- 
stoffhaltigen Materials geniigt auch nicht eine Vorbehandlung nach 
Neuberg und Kerb, die eine partielle Fallung von Aminosiuren durch 
Quecksilberacetat und Soda zuwege bringt, vielmehr haben C. Neuberg 
und M. Ishida‘) ausdricklich darauf aufmerksam gemacht, daB fiir 
eine wirklich quantitative Analyse des Zuckers in EiweiSverdauungs- 
gemischen und dhnlichen stickstoffhaltigen Medien die kombinierte 
Reinigung mit Quecksilberacetat und Phosphorwolframsaure vorzu- 
nehmen ist. Die Brauchbarkeit dieses Verfahrens von Neuberg und 
Ishida ist mehrfach bestitigt worden?). Mit dieser Methode habe ich 
gearbeitet und dann feststellen kénnen, daB Kostytschews Ergebnisse 
durch Unvollkommenheiten der Zuckertitration ihre Erklarung finden ; 
denn in Wirklichkeit ist der scheinbar verschwundene und vermuteter- 
mafen in unbekannte Umwandlungsprodukte tibergegangene Zucker noch 
vorhanden. Er lat sich in dem Giirgut, das nach Newberg und Ishida 
von den Erzeugnissen der Trockenhefemazeration befreit ist, nicht nur 
titrimetrisch, sondern auch polarimetrisch feststellen, und zwar mit 
einer sehr befriedigenden Ubereinstimmung zwischen beiden Verfahren. 
Das Ergebnis meiner Untersuchungen war also, daB zwar eine 
geringfigige Erhéhung der Aldehydmenge iiber das bei der normalen 
Zuckerspaltung festgestellte MaB hinaus erfolgte, wenn die Vergirung 
in Gegenwart von Cadmiumsalzen geschah. Im iibrigen aber. beschriankte 
sich der Einflu8 des Cadmiums auf eine teilweise Unterbindung?®) des 
gesamten Girungsvorganges‘), und der vermiBte Zucker fand sich 
unangegriffen in dem gereinigten Gargute vor. Jene Beeintrichtigung 
des Girungsablaufes, die Cadmiumverbindungen herbeifiihren, konnte 


1) OC. Neuberg und M. Ishida, diese Zeitschr. 37, 142, 1911. 

2) z. B. A.G. Hogan, Biochem. Journ. 18, 490, 1914; F. Forschbach und 
H. Schafer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 82, 344, 1918. 

) Fiir lebende Hefe hat iibrigens Th. Bokorny (Arch. f. d. ges. Physiol. 
164, 272, 1916) das gleiche konstatiert. 

*) Auf eine eigentiimliche Unstimmigkeit in Kostytschews Angaben 
hinsichtlich der Einwirkung ZnCl, auf die Garung mit frischer Hefe st6Bt 
man bei Betrachtung seiner Tabelle 2 in H. 111, 130. Hier ist verzeichnet, 
da8 bei der Zuckervergirung in Gegenwart von Chlorzink einmal 15 g 
Alkohol aus 100 g Saccharose hervorgehen, das andere Mal 18,6 g aus 35 g 
Rohrzucker; die Mengen von Hefe, Metallsalz und Wasser waren in beiden 
Fallen gleich, namlich 100g PreBhefe, 20g ZnCl, sowie 750ccm H,O. 
Bei Anwesenheit von 57 Proz. Chlorzink entstand also die theoretische 
Ausbeute an Sprit, in Gegenwart von nur 20 Proz. desselben giftigen 
Metallsalzes jedoch merkwiirdigerweise lediglich !/, des méglichen Quantums. 
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ibrigens abgeschwacht oder beseitigt werden. Wenn man in das Ge- 
misch von Trockenhefe, Zucker und Cadmiumsalz unmittelbar nach 
Zugabe des letzteren Schwefelwasserstoff einleitete, so lieB sich die 
lihmende Wirkung weitgehend aufheben. 


Was die Deutung der kleinen Aldehydsteigerung anlangt, so ist 
Kostytschew jetzt!) geneigt, sie auf eine Beeinflussung der Reduktions- 
phase zu beziehen. Er stellt sich vor, daB die ,,Reduktase“‘ durch 
Zink- wie Cadmiumverbindungen gehemmt werde und infolgedessen 
die normale Hydrierung des Acetaldehyds unterbleibe, also eine An- 
hiufung des Acetaldehyds stattfinden kénne. Zum Beweise dessen 
fiihrt er einen Versuch mit Methylenblau an, auf den in diesem Zu- 
sammenhange eingegangen werden muB. Er findet (H. 111, 129) bei 
Zugabe von 10g Methylenblau in halftigen Anteilen zu einer Lésung 
von 100g Rohrzucker in 750 ccm Wasser nach dreitagiger Vergirung 
mit der betrachtlichen Menge von 100g frischer Hefe 0,088 g Acet- 
aldehyd und 3,06 g Athylalkohol. Obgleich Methylenblau, wie bekannt ist 
und der Autor auch selbst fiir seinen diesbeziiglichen Versuch noch 
ausdriicklich bemerkt, von PreShefe stark reduziert wird, an sich also 
den normalerweise zur Reduktion von Acetaldehyd dienenden Wasser- 
stoff auf sich hatte ablenken kénnen, beobachtete er lediglich eine Spur 
Acetaldehyd und eine ganz unverhiltnismaBig geringfiigige Menge 
von Weingeist, nimlich rund 3g statt der zu erwartenden 52g. Von 
einer eingreifenden Wirkung des Methylenblaus kann aber keine Rede 
sein. Schon S. Lwoff?) und H, Stange*) haben gezeigt, daB zugefiigtes 
Methylenblau den Girungsquotienten, d. h. das Verhaltnis von C,H,OH 
zu CO,, nicht veraindert, und C. Neuberg und W. Ursum*) sowie C. Neu- 
berg und M. Ehrlich®) haben dargetan, daB die Umsetzung des Zuckers 
in Gegenwart von Methylenblau vollstandig ist, ja sogar stimuliert 
werden kann, daB aber bei den Endprodukten nach Art und Menge 
keine wesentliche Abweichung gegen die Norm zutage tritt. Kostytschew 


1) Die urspriingliche von Kostytschew gegebene Erklarung, daB Chlorzink 
den Acetaldehyd zu Paraldehyd kondensiere und somit anhiaufe, ist 
nach Neuberg und Kerb (diese Zeitschr. 48, 496, 1912) nicht haltbar und 
vom Autor (H. 85, 497, 1913) dann auch fallen gelassen; da8 sie gar nicht 
in Betracht kommen kann, lehren meine im folgenden mitgeteilten Er- 
fahrungen iiber eine die Aldehydbildung begiinstigende Wirkung von ver- 
schiedenen Metallsalzen, denen gewiB die Fahigkeit abgeht, Acetaldehyd 
zu polymerisieren. Im iibrigen sei darauf hingewiesen, daB auch bei der 
normalen Garung Aldehydwerte gefunden worden sind (Zerner, |. c.), die 
kaum geringer sind als in Kostytschews Metallsalzversuchen. 

2) §. Lwoff, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 8, 311, 1913. 

8) H. Stange, ebendaselbst 5, 131 u. ff., 1916. 

4) C. Neuberg und W. Ursum, diese Zeitschr. 110, 193, 1920. 

5) GC. Neuberg und M. Ehrlich, ebendaselbst 101, 276, 1920. 
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gibt als Stiitze fiir seine Annahme eines spezifischen Einflusses 
von Cd auf die Hefereduktase folgendes an: ,,Methylenblau wird in 
Gegenwart einer ganz geringen Menge von CdBr, nicht entfarbt™. 
In Wirklichkeit aber ist die Menge von CdBr, gar nicht ganz gering, 
sondern gréBer als das Quantum Methylenblau. Er verwendet namlich auf 
0,02 g des Farbstoffes, der das Mol. Gew. 356 besitzt, 0,0001 Mol. Cd Br,, 
das ist 0,0272g. Inzwischen hat iibrigens H. Kumagawa') nachgewiesen, 
daB gar keine RegelmaBigkeiten beziiglich des Einflusses von Metall- 
salzen auf die Entfairbung des Methylenblaus durch Trockenhefen be- 
stehen, und er hat yor allen Dingen gefunden, da Cd Br, gerade Methylen- 
blau in Form einer unléslichen Doppelverbindung niederschligt, wodurch 
der Farbstoff ja aus der Lésung entfernt wird und vor der Reduktion 
unter Umstinden geschiitzt werden kann. Jedenfalls ist damit die 
Rolle, die CdCl, bei der Entfirbung von Methylenblau spielen kann, 
ausreichend erklart. 

Wie aus meinen nachstehenden Protokollen hervorgeht, entfaltet 
weder das Cd noch das Zn einen spezifischen Einflu® auf das Auftreten 
jener mehrfach erwahnten kleinen Aldehydmengen, indem auch andere 
Salze eine ahnliche Wirkung fuBerten. Calciumsalze betitigten sich 
beispielsweise ahnlich den Zinkverbindungen; freilich war der Einflu’ 
des Cd-Ions stirker®). Aldehyd,,steigernd‘‘ wirkten vor allem auch die 


Salze des Bariums, Calciums, Berylliums, Magnesiums, Eisens, etwas 
weniger die des Nickels, Zinns, Bleies, Aluminiums und Thalliums. 

Meine diesbeziiglichen Versuche habe ich mit zwei verschiedenen 
Heferassen ausgefiihrt, und zwar mit Hefe der SchultheiB-Patzenhofer- 
Brauerei und mit solcher der Brauerei Senst. 


Ausziige aus den Protokollen. 
A. Vorproben. 

Wegen der von Kostytschew gemachtenVoraussetzung, daB Zucker bei der 
Vergirung in Anwesenheit von Cd Br, verschwinde, ohne in Form bekannter 
Spaltungsprodukte oder in Gestalt irgendwelcher Zuckerkondensations- 
erzeugnisse aufzutreten, war meine erste Aufgabe, das analytische Verfahren 
zu priifen, auf Grund dessen der Autor zur Annahme des Zuckerdefizits 
gelangt ist. Zu diesem Zwecke war zu untersuchen, ob die von Kostytschew 
hauptsachlich verwendete Methode von Bertrand unter den obwaltenden 
Verhdlinissen ohne weiteres benutzt werden kann. 

40g Trockenhefe wurden in 200 ccm Wasser suspendiert und unter 
Zusatz von Toluol 4 Tage bei Zimmertemperatur belassen, dann wurde 
filtriert. Zu der klaren Fliissigkeit fiigte ich wechselnde Mengen Trauben- 


1) H. Kumagawa, diese Zeitschr. 121, 150, 1921. 

*) Es mu8 dahingestellt bleiben, ob dieser Umstand mit der bedeuten- 
deren Giftigkeit des Cadmiums zusammenhingt, die auch erheblicher als 
die des Zinks ist. (Z. W. Schwartze und C. L. Alsberg, Journ. of Pharm. and 
exper. Therap. 21, 1, 1923.) 
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zucker und versuchte, diese eben nach Bertrands Vorschrift zu ermitteln. Da- 
bei ergab sich, daB bei einem Gehalte von 1 Proz. Glucose kein Ausfall 
filtrierbaren Kupferoxyduls. erfolgte. Beim Kochen mit der Fehlingschen 
Mischung farbte sich das Gemenge lediglich gelblichrot; alles Kupferoxydul 
bliecb in Lésung, und die durchscheinende Flissigkeit wies ein deutliches 
Tyndallphinomen auf. 

Steigerte ich den Zusatz von Traubenzucker auf 1,5 Proz., so trat bei 
Erwarmen mit einem erheblichen Uberschu8 von Fehlingscher Fliissigkeit 
stirkere Triibung ein, ohne daB jedoch festes Kupferoxydul in wesentlicher 
Menge zur Abscheidung gelangte. Selbst bei einem Gehalt von 5 Proz. 
Glucose waren die Verhiltnisse nicht viel anders. Erst bei Vorhandensein 
von 7,5 Proz. Traubenzucker fiel ein Niederschlag von Kupferoxydul aus, 
doch befanden sich auch jetzt noch Anteile in kolloidalem Zustande und in 
nicht filtrierbarer Suspension. 

Wurde eine Lésung von Zucker in dem gefilterten Mazerate der Trocken- 
hefen dagegen nach den Angaben von Neuberg und Ishida erst mit Queck- 
silberacetat und dann mit Phosphorwolframsiure gereinigt, so konnte nach 
Entfernung der Fiallungsmittel in dem klaren Filtrat mit Fehlingscher 
Lésung nunmehr der Zucker glatt nachgewiesen und Kupferoxydul zum 
regelrechten Absetzen gebracht werden. Auch die polarimetrische Be- 
stimmung ergab nach der erwahnten Vorbehandlung, durch die optisch- 
aktive stickstoffhaltige Verbindungen entfernt werden, richtige Resultate. 


B. Beispiele der Analysen verschiedener Gdransdize. 


a) Zuckerbestimmung. 


1. Zu 20g Traubenzucker in 100 ccm n/200 CdBr,-Lésung wurden 
20 g Trockenhefe und % ccm Tolyol gefiigt. Das Volumen des Gemisches 
betrug 125ccm. Nach viertagiger Girdauer wurden davon je 15,0 ccm mit 
10,0 cem konzentrierter Quecksilberacetatlésung gemischt und auf 30,0 ccm 
aufgefiillt. Davon wurden 15,0 cem abfiltriert und mit 10,0 cem Phosphor- 
wolframsaiure gefallt. Im Filtrat wurde entsprechend 1,196 bis 1,198 g 
Traubenzucker gefunden, wihrend bei Ausbleiben jeglicher Vergirung darin 
1,20 g hatten enthalten sein miissen. 

b) Alkoholbestimmung. 

Mit der gleichen Trockenhefe wurden folgende Versuche angestellt: 

2. 20,0 g Traubenzucker in 100 cem n/200 Cd Br, unf 20 g Trockenhefe 
und % ccm Toluol. 

3. 20,0 g Rohrzucker in 100 ccm n/200 CdBr, mit 20g Trockenhefe 
sowie 4% ccm Toluol. 

4, 20,0 g Trockenhefe mit 100 ccm n/200 CdBr, und %cem Toluol. 

5. 20,0 g Rohrzucker in 100 com Leitungswasser mit 20 g Trockenhefe 
und 4% ccm Toluol. 

Die Ansatze 2 bis 5 standen 4 Tage bei Zimmertemperatur. 

Die iiblichen Bestimmungen ergaben fiir Ansatz 2: Alkohol = 230 mg, 
fiir Ansatz 3: Alkohol = 250mg. Wie man wahrnimmt, ist durch das Cd Br, 


die Garung weitgehend unterbunden gewesen; damit steht im Einklange, 
daB im Ansatz 4 gar kein Sprit gefunden wurde, d. h. daB auch die 
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Selbstgarung, bei der Weingeist entstehen kann, in Gegenwart von Cd br, 
gehemmt war. Ansatz 5 lieferte 8,093 g Alkohol, also eine Menge, wie sic 
bei Verwendung von Trockenhefe nicht ungewéhnlich ist. 


c) Bestimmung von Acetaldehyd in Gargiitern mit CdBr,, 

In einer Reihe von Ansatzen ermittelte ich die Mengen Acetaldehyd, 
die unter wechselnden Bedingungen sowie mit verschiedenen Ausgangs. 
materialien auftraten, nach dem Verfahren von Ripper. Die Ergebnisse 
gehen aus nachstehender tabellarischer Ubersicht hervor: 





ig | Ausbeute an Acet- 
| Tempe: | Gare | aldehyd 
Ht 
i 
i} 


if 
i 
| 


ratur | dauer || om ame a 


Zusa 
usammensetzung | s in Poin. des 


| } angewandten 
l °C Tage H _ Zuckers 
1 Ol AIA 100 com 1 1/200 
CdBr,, 20g Trockenhefe 8-P'), 
1/,cem Toluol 
2  Desgleichen 
3 | 20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | 
CdBr,, 20g Trockenhefe S-P, 
| 4/,cem Toluol | 88 
4 Desgleichen | | | 75 
5 | Desgleichen mit CO, gesattigt . .| 95 
6 | Desgleichen | 36,5 | 32 
7 20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | 
CdCl,, 20g Trockenhefe S-P 
1,eem Toluol | | 88 
8 | 20g Rohrzucker, 100 ccm n/200 | i 
Cd(NO;),, 20g Trockenhefe S-P, | 
1/,cem Toluol | | 95 0,47 
9 | 20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | 
| CdBr,, 20g Trockenhefe 8?), | | 
| '/_,eem Toluol | 105 0,52 
10 | Kontrolle: 20 g Rohrzucker, 100ccem | } | Kaum wahmebmbare 


H,0O, 20 g Trockenhefe 8-P, '/,ccm | aktion; Titration nicht 
i| I ausfihrbar 


1 | Kontrolle: 20g Trockenhefe S-P, | { Keum wabsnchwnbare Ni- 
| 100 cem n/200 CdBr,, 1*/, cem | | shflon; Titration nicht 
Toluol | ausfihrbar 
12 | Kontrolle: Ebenso wie 10 mit | | 
| Trockenhefe S -| 2 | 4 22 0,11 
13. Kontrolle: Wie Nr. 11 mit Trocken: | 
I | 20 | 4 | 18 | 000 
Der Zusammenstellung ist folgendes zu entnehmen: Die Aldehyd- 
ausbeute war bei 20° etwas hoéher als bei 36,5°. Die Sattigung des Garguts 
mit CO, war ohne sichtbaren Einflu8 auf das Resultat. In den Kontrollver- 
suchen ohne Cd-Salz waren nur Spuren von Acetaldehyd vorhanden. 


1) §-P = SchultheiB-Patzenhofer. 
2) S = Senst. 
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Ungleich verhielten sich die Proben, in denen zur Kontrolle Hefe ohne 
Zuckerbeigabe unter Zusatz von Cd-Salz digeriert war. Dabei trat in 
den Ansaétzen mit Patzenhofer Hefe keine merkbare Menge Acetaldehyd 
auf, wohl aber bei gleicher Behandlung von Senst-Hefe. Hier machte der 
ohne Beifiigung von Zucker erhaltene Aldehydertrag 1/; der Quantitat 
aus, die in den zuckerhaltigen Gemischen nachgewiesen werden konnte. 
Im ganzen bewegten sich die Aldehydzahlen in den von Kostytschew 
angegebenen Grenzen. Ihre absolute Menge war nur gering, bezogen auf 
das Quantum des angewendeten Zuckers. 


d) Bestimmung des Kohlendioxyds. 
Die Ermittlung des CO, geschah durch gasvolumetrische Bestimmung 
in Eudiometerréhren tiber Quecksilber. Dabei ging ich folgendermaBen vor: 


1. 10,0cem n/200 CdBr,-Lésung wurden mit 2,0g Traubenzucker 
und 2g Trockenhefe sowie 0,3 cem Toluol versetzt. Von dem gut durch- 
geschiittelten Gemische wurden 3,0ccm abpipettiert und sofort in das 
GasmeBrohr tibergefiihrt. 

2. Der gleiche Ansatz mit 2,0 g Rohrzucker. 

3. Kontrollansatz mit 10,0cem n/200 CdBr,, 2g Trockenhefe und 
0,3 eem Toluol. 

4. Cd-freie Kontrclle: 10,0ccm Leitungswasser, 2,0g Saccharose, 
2g Trockenhefe und 0,3 ccm Toluol. 

Von den Ansitzen 2 bis 4 wurden gleichfalls 3,0ccm nach gutem 
Umschiitteln fiir die Gasme8proben entnommen. Die Daten fiir CO, gibt 
folgende Zusammenstellung an: 





‘Entwickelte ccm Kohlendioxyd im Ansets. 


Nach Stunden | 
2 3 


06 | 0,5 
14 


11,7 

[> aa 

~ _— 15,7 

| aie met 
| ot oe 2,2 50,5 


Goa. aoa ee 


ratur 20°C, 


Tempe 
Barometerstand 740—743 mm 





| 
| 
{ 


Wie man sieht, blieb in den Ansiatzen von Glucose und Rohrzucker 
mit Cadmiumsalz die CO,-Produktion nur geringfiigig, waihrend sie bei der 
Cd-freien Kontrollprobe dauernd vorwiartsschritt und nach 48 Stunden 
in der Hauptsache beendigt war. 
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©. Vergdrung von Zucker durch Trockenhefe in Gegenwart anderer Metallsal:.. 
a) Algehy awerte: 








| Ausbeute an Acct: 
| Tempe: | Gar- i aldehyd 


Zusammensetzung | ratur | dauer | : 
Ht i] in Proz. des 


| 
| ! angewandte: 
} 0c Zuckers 
20g Rohrzucker, 100cem n/200 
KCl, 20g Trockenhefe S-P, !/,cem 
Toluol 12 | 0,06 
20g Rohrzucker, 100ccm n/200 
NaCl, 20g Trockenhefe S8-P, 
1/,cem Toluol 12 | 0,06 
20g Rohrzucker, 100 ccm n/200 
MgCl,, 20g Trockenhefe S.-P, | 
1/,eem Toluol 19 
20g Rohrzucker, 100ccm n/200 
CaCl,, 20g Trockenhefe S-P, 
1/, ccm Toluol 22 
20g Rohrzucker, 100cem n/200 | 
BaCl,, 20g Trockenhefe §S-P, | 
1/,cem Toluol 20 
| 20g Rohrzucker, 100cem n/200 | 
ZnCl,, 20g Trockenhefe S-P, | 
1/,cem Toluol | 26 
| 20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | 
BeSO,, 20g Trockenhefe S-P, | 
1/,cem Toluol 20 0,10 
20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | 
| AICl,, 20g Trockenhefe S-P, | 
| 4, eem Toluol | 14 0,07 
| 20g Rohrzucker, 100cem n/200 | 
TICl,, 20g Trockenhefe S-P, | 
| 4/,cem Toluol i 16 0,08 
| 20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | (Schwach wahmehmbare 
| MnSO,, 20g Trockenhefe S-P, | —— 
1/,cem Toluol es Bale 
| 20g Rohrzucker, 100ccem n/200 | 
Pb(NO5)s, 20g Trockenhefe 8-P, | 
| 4/,cem Toluol i 18 0,09 
20g Rohrzucker, 100cem n/200 
| SnCl,, 20g Trockenhefe S-P, | 
i. Sigh ROME 623s Si ee eB 16 | 0,08 
' 20g Rohrzucker, 100ccm n/200 | ; 
FeSO,, 20g Trockenhefe S-P, | 
1/,cem Toluol 25 0,13 
20 g Rohrzucker, 100ccm n/200 | 
Niso,,. 20g Trockenhefe S-P, | 
1/, ccm Toluol I | 18 | 0,09 
20 g Rohrzucker , 100 ecm n/200 | (Schwach wehmehmbarc 
CuCl,'), 20g Trockenhefe S-P, | Reaktor) 
1/,cem Toluol 0,03 
| Kontrolle: 20g Rohrzucker, 20g | (Schwach wahrnebmbare 
| Trockenhefe S-P, 100ccm H,0, | Reatton). 
1, ccm Toluol 20 ee 0,03 


1) Vgl. K. Schweizer, Bull. Assoc. Chim. de Sucr. et Dist. 87, 160, 1919. 


} 
| 
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b) Entwickelte Kohlensaure. 





Gardauer 


nach Tagen Entwickelte ccm CO, 


Zusammensetzung 


2cem n/200 AICI,, 0,4 g Trauben- 
zucker, 0,4g Trockenhefe S-P, ; 
0,3 cem Toluol 21,5 
2eem n/200 CuCl,, 0,4 g Trauben- 
zucker, 0,4g ‘Trockenhefe S-P, 15 
0,3 cem Toluol 2,5 
2cem n/200 CdBr,, 0,4 g Trauben- 
zucker, 0,4g Trockenhefe S8-P, 3,0 
0,3 cem Toluol 5,0 
2cem n/200 MgCl,, 0,4 g Trauben- 
zucker, 0,4g ‘Trockenhefe S-P, 1 21 
0,3 ccm Toluol 23 
2 cem n/200 Mn80O,, 0,4 g Trauben- 
zucker, 0,4g ‘Trockenhefe §S-P, 13,5 
| 0,3 cem Toluol 16 
2cecem n;/200 BeSO,, 0,4 g Trauben- 
zucker, 0,4g Trockenhefe S-P, | 18 
0,3 cem Toluol 21 
| Kontrolle: 0,4g Traubenzucker, 0,4g | 
Trockenhefe S-P, 2 ccm Wasser, 1 53 
0,3 cem Toluol 2 } Rohr ausgegoren 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB CuCl, die Garung in n/200 Lésung 
stirker hemmte als Cd Br,, wahrend die anderen Salze den Zuckerumsatz 
nur in maéBigerem Umfange beeintrachtigten. 


D. Versuche iiber die Aufhebung der Cd-Hemmung durch Behandlung mit 
Schwefelwasserstoff. 

Durchperlte man die Suspension von Trockenhefe in zuckerhaltiger 
n/200 Cd Br,-Lésung mit H, 8, so trat alsdann Vergirung in betrachtlichem 
Ausma8 ein. : 

Beispiele: 





Girdauer | Entwickelte com CO, 


Nr. Zusammensetzung nach Tagen 


1 2ccm n/200 CdBr,, 0,4 g Trauben- 4,2 
| zucker, 0,4 g Trockenhefe §8-P, | 6,5 
| 0,3 cem Toluol j 8 
Von da an unverindert 
1 5,6 
2 13,4 
3 | 21 
| 4 25,2 
Es mu8 jedoch bemerkt werden, da8 nicht in allen Fiilen diese Be- 
lebung der Giéarung erfolgte; am besten gelang dies unter den ange- 
gebenen Bedingungen bei der Patzenhofer Hefe 


2 | 2ccm n/200 CdBr,, 0,4 g Trauben- | 
| wgucker, 0,4g Trockenhefe §-P, | 
0,3 ccm Toluol, mit H,S gesattigt 








Beitrige zur Kenntnis 
der physiologischen Wirkung der proteinogenen Amine. 
VIII. Mitteilung. 


Uber die lokalanisthetischen und narkotischen Wirkungen des Pheny|- 
ithylamins und einiger seiner Derivate. 


Von 
J. Abelin. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1923.) 


Phenylathylamin (C,H,;.CH,.CH,.NH,) ist das erste Glied 
einer groBen und wichtigen Reihe von zyklischen Alkylaminen. Syn- 


thetisch kann es zwar auf verschiedenem Wege hergestellt werden, 
fiir seine Bildung im tierischen und pflanzlichen Organismus kommt 
aber héchstwahrscheinlich nur die CO,-Abspaltung aus Phenylalanin 
in Betracht. Die physiologischen Wirkungen des Phenylithylamins, 
die mit seinen sogenannten sympathomimetischen Eigenschaften in 
Zusammenhang stehen, sind bereits zahlreich beschrieben!). Es soll 
nun im folgenden eine neue Eigenschaft des Phenylaithylamins besprochen 
werden, welche beim Studium des Einflusses der proteinogenen Amine 
- auf die Metamorphose der Froschlarven festgestellt und in einer friiheren 
Mitteilung bereits kurz erwihnt wurde?). Es handelt sich um die 
lokalanasthetische und narkotische Wirkung des Phenylithylamins, 
welche sich sowohl am Nervenmuskelpriparat, am Reflexfrosch (Tiirk), 
an der Schleimhaut der menschlichen Zunge, als auch besonders schén 
in Versuchen an Froschlarven demonstrieren laBt. 
Fiir die Erforschung der Zusammenhinge zwischen chemischer 
Konstitution und physiologischer Wirkung einer Substanz stellen die 
Lokalanasthetika und die Narkotika eine besonders giinstige Gruppe 
dar. Die Erfahrung an einer sehr groBen Zahl von synthetisch her- 
gestellten Verbindungen spricht unzweifelhaft dafiir, daB der spezifische 


1) Vgl. M. Guggenheim, Die biogenen Amine. J. Springer, 1920. 
*) Vgl. IV. Mitteilung, diese Zeitschr. 102, 84, 1920. 
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Aufbau des Molekiils, wenn nicht gerade einzig und allein maBgebend, 
so doch sehr wichtig fiir das Zustandekommen der Wirkung ist. Beim 
Phenylaithylamin liegen die Verhaltnisse insofern giimstig und tber- 
sichtlich, als es sich hier um einen relativ einfach gebauten Kérper 
handelt. Au®er dem Phenylrest enthilt es die Athylaminogruppe 
(-CH,.CH,.NH,), die vom chemischen Standpunkte aus als die 
Haupttraigerin der lokalanasthetischen Wirkung anzusehen ist. Diese 
Gruppe verleiht dem Molekil die basischen Eigenschaften, die fir 
die Lokalanisthesie besonders wichtig sind. Wie ein Blick auf die 
nebenstehenden Formeln zeigt, begegnen wir auch der Atomgruppierung 
—C—C—N < bei vielen bewahrten lokalanasthetisch wirkenden Mitteln. 
Sie ist z. B. im Novocain selbst und in zahlreichen Derivaten desselben 


vertreten. 


NH, 


ee 
a ed 
OH,.CH,.NH, CO.0.0H,CH,.N(C,H,)s 
Phenylathylamin Novokain 
Auch das sogenannte Nirvanin enthilt eine Kette aus zwei C-Atomen 
und einem N-Atom in Form des Diiathylglycylrestes. Benzoyl-f-oxy- 
o-diithylaminoithyl-buttersiure-athylester, 
0.CO.C,H, 


3 @ 
CH,.CH.CH.COOC,H, 
’ | 


CH, .CH,.N (0,Hs)s 

ein neues Lokalanisthetikum, welches von K. Fromherz!) empfohlen 
wurde, enthilt ebenfalls diese charakteristische Atomanordnung. Die 
Verkniipfung des Radikals —C—C—N mit dem iibrigen Teil des 
Molekiils ist zwar bei all diesen Verbindungen keine einheitliche. Im 
Phenylithylamin ist der —C—C—N-Rest direkt an den Benzolkern 
und in der genannten, von Fromherz untersuchten Substanz an die 
C-Kette der Buttersiure gebunden. Dagegen haben wir im Novokain 
eine esterartige Bindung und im Nirvanin eine Aminoacylverbindung. 
Doch ist die Grundwirkung des Radikals C—C—N iberall erhalten. 
Dieses hiufige Vorkommen der C—C—N-Gruppe bei lokalanasthetisch 
wirkenden Stoffen ist wohl kaum einem Zufall zuzuschreiben. Viel- 
mehr erscheint es wahrscheinlich, daB wir es hier mit einer fiir die 
Auslésung der Lokalanisthesie besonders giinstigen Struktur zu tun 
haben. 

Welche Bedeutung dem Phenyl-, dem Athylrest sowie der Amino- 
gruppe einzeln zukommt, ist schwer zu sagen. Wir finden folgendes. 


1) K. Fromherz, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 98, 34, 1922. 
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Der Ersatz der Aminogruppe durch die Hydroxylgruppe fithrt vom 
Phenylathylamin zum Phenylathylalkohol (C,H,;.CH,.CH,. Ohi), 
der nach Versuchen von Hjort und Kaufmann") sowie von K. From. 
herz*) ebenfalls lokalanasthetische Eigenschaften besitzt. Die Abkiirzung 
der Seitenkette des Phenylithylamins bzw. des Phenylithylalkohols 
um ein C-Atom ergibt das Benzylamin bzw. den Benzylalkohol. Beide 
Stoffe besitzen lokalanisthetische Eigenschaften. Auf die lokalanasthi- 
tischen Wirkungen der Benzylderivate hat zuerst G. Bufalini?) auf. 
merksam gemacht. In neuerer Zeit wurden die Benzylderivate be- 
sonders eingehend von Macht*) studiert. 1- bis 4 proz. Suspensionen 
von Benzylalkohol werden von Macht zu anisthetischen Zwecken 
empfohlen. Die Benzylderivate verdienen noch aus dem Grunde ein 
besonderes Interesse, weil viele von ihnen neben der lokalanisthetischen 
auch noch spasmolytische Wirkungen besitzen. 


Nicht ohne Interesse ist auch der Hinfluf der Substitution im 
Benzolkern auf die Intensitaét der lokalanisthetischen Wirkung des 
Phenylathylamins. Die Einfiihrung einer parastiindigen Aminogruppe 
oder einer Acyl-aminogruppe in das Molekiil des Phenylaithylamins 
schwiacht die lokalanisthetische Kraft wesentlich ab. Auch der Eintritt 
einer Hydroxylgruppe und somit die Uberfiihrung des Phenylithy)- 
amins in das p-Oxy-phenylathylamin (Tyramin) ist von einer starken 
Abschwichung der anisthetischen Wirkung begleitet. Letztere Tat- 
sache ist noch insofern von Bedeutung, als die sympathomimetischen 
Wirkungen umgekehrt beim Tyramin bedeutend intensiver sind als 
beim Phenylathylamin. Man findet auch hier einen Beleg dafiir, dal 
durch die chemische Modellierung nicht alle Wirkungen des Molekiils 
gleichmaBig betroffen werden, sondern da dabei elektive Verstarkungen 
oder Abschwichungen zustande kommen. Ein ihnliches Beispiel 
wurde in der siebenten Mitteilung dieser Beitrige besprochen. Es 
konnte dort gezeigt werden, daB durch die Jodierung des Tyramins 
seine Stoffwechselwirkung aufgehoben, sein Einflu8 auf die Amphibien- 
larvenmetamorphose aber auBerordentlich stark erhéht wird. — Durch 
zweifache Methylierung an der Aminogruppe gelangt man vom Tyramin 
zum Hordenin [HO.C,H,.CH,CH,.N(CH;),]. Die Einfiihrung 
dieser beiden Methylgruppen bringt eine Verstiirkung der Narkose- 
wirkung mit sich. Es gelingt z. B., mit einer m/200 Lésung von Hor- 
deninsulfat nach Alkalizusatz Froschlarven zu narkotisieren. Doch 


1) Hjort und Kaufmann, Journ. of pharm. and exper. Therap. 15, 1920; 
Proc. of the soc. exper. biol. and med. 17. New York 1920. 


2) K. Fromherz, 1. c. 
8) G. Bufalini, Atti della reale ac. d. Linc. di Roma 54, 195, 1900. 
*) Macht, Journ. of Pharm. and exper. Therap. 1917, 1918, 1919, 1920. 
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bleibt die narkotische Kraft des Hordenins weit hinter derjenigen des 
Phenylathylamins zuriick. [Die benétigten Mengen von Phenylithyl- 
amin, Tyramin, Hordenin und der anderen hier benutzten Priparate 
wurden mir von der Gesellschaft fiir Chemische Industrie in Basel 
(,,Ciba**) zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser Stelle danken 
méchte.] 

So wichtig auch der chemische Aufbau des Molekiils fiir den Ein- 
tritt der lokalanisthetischen und narkotischen Wirkung ist, so ist er 
doch andererseits nicht einzig und allein maBgebend. Die Mitbeteiligung 
physikalisch-chemischer Faktoren (verainderte Permeabilitat, Ober- 
flachenspannung, H+-Konzentration) bei der Ausbildung der Lokal- 
anisthesie tritt auch beim Phenylathylamin sehr deutlich hervor, und 
zwar besonders dann, wenn man an Stelle der freien Base ihre Salze 
verwendet. Anla® zur Priifung dieser Frage gab ein Versuch, in welchem 
an Stelle des freien Phenylithylamins die aquivalente Menge seines 
gut kristallisierenden salzsauren Salzes verwendet wurde. Mit dieser 
salzsauren Lésung konnte an der Zungenschleimhaut keine Anidsthesie 
erzielt werden. Nach Zusatz von Sodalésung bis zur schwach alkalischen 
Reaktion wurde die Lésung wirksam. Vergleichsversuche haben dann 
gezeigt, daB auch bei der Narkose des isolierten Nerven oder der Frosch- 
larven, sowie bei der Gelatinequellung die gleich groBen Unterschiede 
in der Wirkung des freien und des salzsauren Phenylathylamins be- 
stehen. Auch das essigsaure, weinsaure, oxalsaure und citronensaure 
Salz des Phenylithylamins erwiesen sich schwacher wirksam als das 
Phenylithylamin selbst. Es ergab sich somit, da die Anwesenheit 
einer Saurekomponente die lokalanisthetische Wirkung des Pheny]l- 
athylamins schwicht. Eine Erklarung dieses Phinomens kénnte 
entweder in einer Anderung der Oberflichenspannung oder in einer 
Verschiebung der H+-Konzentration gesucht werden. Anderungen in 
der Oberflachenspannung kénnten hier mitspielen, da J. Traube gezeigt 
hat, daB eine groBe Reihe von narkotisch wirkenden Stoffen die Ober- 
flichenspannung des Wassers herabsetzt. Auch das Phenylathylamin 
gehért zu den oberflichenaktiven Stoffen. Die Herabsetzung der 
Oberflachenspannung, die z. B. eine m/10 Phenylaithylaminlésung 
bewirkt, ist eine recht erhebliche. Bei einer Tropfenzahl von 84 fir 
destilliertes Wasser finden wir bei einer m/10 Phenylathylaminlésung 
eine solche von 151 bis 152, also beinahe eine Verdoppelung der Tropfen- 
menge. Es wire méglich, da$ durch das Hinzutreten der Siurekompo- 


nente die Oberflichenspannung der Phenylaithylaminlésungen eine - 


Anderung erfahrt. Stalagmometrische Untersuchungen haben aber 
gezeigt, daB bei den verwendeten, stark verdiinnten Phenylithylamin- 
salzlésungen (m/200) dies kaum in Betracht fallt. Die Messung ergab 
folgendes Resultat: 

Biochemische Zeitschrift Band 141. 30 


Pi, rans, 








J. Abelin: 


Tropfenzah! 
Destilliertes Wasser . . ae ae Rees: 
m/200 Phenylaithylamin. . . . eee ae 
m/200 salzsaures Phenylithy lnenin . . 84—85 
m/200 essigsaures s ete ere 
m/200 weinsaures s tek 
m/200 citronensaures a seca og ae 
m/200 oxalsaures . . . 84—85 
m/200. Phenylathylamin in einer Phosphat- 
puffermischung (py = 7,2) ..... . 85 
Es ist sicher von Interesse, festzustellen, daB selbst in einer Ver- 
diinnung von m/200 das Phenylithylamin die Oberflachenspannung 
des Wassers beeinfluBt, und daB die Salze des Phenylithylamins, der 
allgemeinen Regel gemaB®, sich in dieser Beziehung als schwicher 
wirksam erweisen. Doch sind die Differenzen zu gering, um die sehr 
bedeutenden Unterschiede in der Wirkung des freien Phenylithyl- 
amins einerseits und seiner Salze andererseits zu erkliren. Viel deut- 
licher als in der Oberflichenspannung sind aber die Unterschiede in 
der H*+-Konzentration der benutzten Lésungen. 


Der Gehalt an freiem Wasserstoffion, gemessen mit m-Nitropheno) 
nach Michaelis, ist: 





Narkotische 
Konzen+ | p Wirkung 
tration | H auf Froschs 
larven 


Priparat 


m/200 84—8 5 _ stark 
m/200 7,0 keine 
m/200 7,0 


m/200 | 7,5 
, citronensaures m/200 7,2 
, oxalsaures m/200 7,0 
Pheny lathylamin in Phosphatpuffergemi c«: 
(40 cem.m/10 NaH,PO.+ 60cem. m/10 
Na,HPO,) . ee 
Wahrend also die m/200 Loésung des salzsauren, essigsauren, wein- 
sauren oder citronensauren Phenylithylamins eine H+-Konzentration 
aufweist, die sich in der Nahe des Neutralpunktes bewegt (pg = 7,0 
bis 7,2), finden wir bei der m/200 Lésung des freien Phenylathylamins 
eine ausgesprochen alkalische Reaktion (py = 8,4 bis 8,5). Und darauf 
ist wahrscheinlich die starkere lokalanisthetische Wirkung der Pheny]- 
aithylaminbase zuriickzufiihren. In der Tat haben die Untersuchungen 
von Grof, J. Traube, L. Michaelis, Labes u. a. gezeigt, daB bei einer 
groBen Anzahl von narkotisch und lokalanisthetisch wirkenden Stoffen 
der Gehalt an H+ von ausschlaggebender Bedeutung ist. Marian 
M. Crane") hat gefunden, daB die Giftigkeit der Alkaloide gegeniiber 


” 


') Marian M. Crane, Journ. Pharm. and exper. Therap. 18, 1921; zit. 
nach Chem. Zentralbl. 1922, I, S. 655. 


SS OIL LE ELE EOL AA LEIA LL IELAD ALES REEL BO EIA ALI RET 


eee 





Paral 


alkali 


Gifts 


clie ] 


wend 
eine 
in ei 


Wirk 


Ver- 
jung 
der 
cher 
sehr 
hyl- 
sut- 
in 


Proteinogene Amine. VIII. 463 


Paramicien ebenfalls von der H*+-Konzentration abhingt: eine schwach 
alkalische Reaktion erhéht, eine schwach saure Reaktion setzt die 
Giftigkeit herab. — Die maBgebende Rolle der H+-Konzentration fiir 
die Phenylathylaminwirkung geht auch aus den Versuchen bei An- 
wendung eines neutralen Puffergemisches hervor. Verwendet man 
eine an und fir sich wirksame m/200 Lésung von Phenylithylamin 
in einem Phosphatgemisch mit py = 7,2, so bleibt jede narkotische 
Wirkung auf die Kaulquappen aus. 

Schryver!) hat darauf aufmerksam gemacht, da oberflachen- 
aktive Stoffe, wie z. B. die Narkotika, die Gelbildung hemmen. 
J. Traube*) hat dann gefunden, da8 Narkotika das Quellungsvermégen 
von Gelen erhéhen. Die Bedeutung der Quellungsvorginge fir die 
Narkose geht besonders aus den Arbeiten von R. Héber*) hervor. 
Auch Phenylathylamin wirkt férdernd auf die Quellung von Gelatine. 
Dabei spielt aber auch der Gehalt an H+ eine sehr erhebliche Rolle, 
und in einer Lésung der Phenylathylaminbase quillt z. B. die Gelatine 
viel schneller und hauptsiichlich viel ausgiebiger als in einer gleich 
konzentrierten Lésung eines Phenylithylaminsalzes. Bei den Quellungs- 
versuchen muf allerdings auBer der H+-Konzentration noch die An- 
wesenheit anderer Anionen und Kationen beriicksichtigt werden. So 
wird z. B. die quellungsférdernde Kraft des Phenylithylamins auch 
dann stark herabgesetzt, wenn man an Stelle von Essigsiure Natrium- 
acetat oder an Stelle von Weinsiiure Kalium- oder Natriumtartrat 
nimmt. In diesen Fallen wird die Quellung durch die Salze gehemmt, 
wobei erfahrungsgemaB die ‘Anionen stirker hemmend wirken als die 
Kationen (vgl. Tabelle IIT). 


Experimenteller Teil. 


A. Versuche am Nervmuskelpraparat des Frosches. 


Der Ischiadicus wird vom Plexus aus seiner ganzen Lange nach ab- 
prapariert und mit dem Unterschenkel in Verbindung gelassen. Das frei- 
liegende Nervenende wird mit einem Faden umbunden. Auf diese Weise 
lassen sich Zerrungen der Nerven bei der Verlagerung des Nervmuskel- 
praparates am leichtesten vermeiden. Am besten hat sich folgende Arbeits- 
weise erwiesen. 

. Das Nerv-Muskelpriparat kommt auf einen Paraffinblock von 12 cm 
Lange und 5cm Breite. In der Mitte des Blocks befindet sich eine Ver- 
tiefung, die zur Aufnahme des Anidsthetikums dient. An den Randern dieser 
Vertiefung werden zwei Paar sogenannte Gummielektroden befestigt. 
Jedes Paar dieser Elektroden wird mit zwei nebeneinanderliegenden Klemm- 


1) Schryver, Proc. Roy. Soc. London 87, 366, 1914. 
2) J. Traube, Pfliigers Arch. 160, 501. 
3) R. Hodber, ebendaselbst 120, 1907; Deutsch. med. Wochenschr. 1915, 
Nr. 10. 
30* 
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schrauben einer Pohlschen Wippe ohne Kreuz verbunden. Die beiden 
Drahte aus der sekundéren Rolle kommen in die gegeneinanderliegenden, 
in der Mitte der Pohlschen Wippe sich befindenden Klemmschrauben. 
Der Versuch verliuft in folgender Weise. Das Nerv-Muskelpraparat komm: 
auf den Paraffinblock. Der proximale Teil des Nerven wird auf das eine Paar 
der Gummielektroden gebracht. Der nachste Abschnitt des Nerven wird 
in das noch leere Griibchen des Paraffinblocks eingesenkt, der darauf 
folgende Teil des Nerven befindet sich auf dem zweiten Paar der Gummi- 
elektroden. Durch Umlegung der Wippe bestimmt man die Erregbarkeit 
des proximalen und des distalen Teiles des Nerven. Man benutzt dazu 
tetanische Reize. Der eben wirksame tetanische Reiz ist in der Tabelle 
in Kronecker-Einheiten angegeben. In den allermeisten Fallen besitzen der 
proximale und der distale Nerventeil die gleiche Erregbarkeit. Dann wird 
mit Hilfe einer Pipette eine abgemessene Quantitat der Andsthesielésung 
in die Vertiefung des Blocks gebracht und einige Minuten auf den Nerven 
einwirken gelassen. Mit Hilfe der gleichen Pipette wird dann die Lésung 
entfernt, wobei etwaige noch iibrig gebliebene Spuren der Anisthesielésung 
mit Wattebauschchen abgetrocknet und mit Tyrodelésung abgespiilt werden. 
Jetzt wird die Erregbarkeit der auf den Elektroden liegenden Nerventeile 
wieder gepriift. Man kontrolliert in dieser Weise von Zeit zu Zeit die Nerven- 
erregbarkeit, wobei in den Zwischenperioden der Paraffinblock in einer 
feuchten Kammer aufbewahrt wird. Will man die Anisthesie beseitigen, 
so bringt man in das Griibchen Tyrodelésung und lat den Nerv eine gewisse 
Zeitlang darin. Vor der erneuten Priifung der Erregbarkeit wird die Tyrode- 
lésung wieder entfernt. 


Wie Tabelle I zeigt, handelt es sich beim Phenylithylamin um ein sehr 
stark wirksames Anidsthetikum. So war z. B. im Versuch 2 der Nerv vor 
der Aniasthesie sehr leicht erregbar. Eine starke Zuckung trat noch bei 
einem Rollenabstand von 50cm und bei einem Winkel der beiden Rollen 
von 60° ein. Darauf kam ein Teil des Nerven fiir 1 Minute in %proz. 
Phenylathylaminlésung. 10 Minuten darauf war der Reiz erst bei einem 
Rollenabstand von 5 cm bei paralleler Lage der beiden Rollen eben wirksam. 
Also ganz erhebliche Differenzen. An der nicht andsthesierten Nervenstelle 
hat sich die Erregbarkeit nicht geaéndert. Nach Hineinbringen in Tyrode- 
lésung trat eine allmihliche Wiederherstellung der Erregbarkeit ein, sie 
blieb aber immer hinter der urspriinglichen Empfindlichkeit zuriick. Das 
gleiche Bild ergibt sich auch in den anderen Versuchen, in welchen entweder 
die Konzentration der Phenylithylaminlésung oder die Zeitdauer ihrer 
Einwirkung variiert wurde. Nicht ohne Interesse sind die Vergleichs- 
versuche zwischen der Wirkung des salzsauren Phenylithylamins und des 
Phenylaithylamins selbst (der freien Base) (vgl. Versuche Nr. 6 und 7). 
Man erkennt die viel starkere Wirkung der freien Base gegeniiber ihrem 
salzsauren Salz. So ergibt z. B. eine lproz. Lésung von Phenylathylamin 
selbst nach kurzer Einwirkung eine komplette Aufhebung der Erregbarkeit 
(Versuche Nr. 1 und 8). Eine gleich konzentrierte Lésung von salzsaurem 
Phenylaithylamin erzeugt aber nur eine partielle Herabsetzung der Empfind- 
lichkeit; eine Zuckung wird noch bei einem Rollenabstand von 50 cm (wie 
vor der Anisthesie) und bei einem Winkel von 5° (Versuche Nr. 6 und 7) 
hervorgerufen. Im Versuch Nr. 7 hat die '/,proz. Lésung des Phenylathy]- 
amins viel starker gewirkt als die Iproz. Lésung des salzsauren Phenyl- 
athylamins. Ein Vergleich mit Cocain ist im Versuch Nr. 9 (Tabelle Ia) 
enthalten. Eine | proz. Cocainhydrochlorlésung hat bei 2 Minuten langer 
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Hinwirkung eine unwesentliche Veranderung der Erregbarkeit hervorgerufen. 
Als dann der gleiche Nerv fiir 2 Minuten in eine 1 proz. Lésung von Phenyl- 
athylamin kam, sank die Erregbarkeit von 10 auf 800 Kronecker-Einheiten. 
Es ist allerdings méglich, daB es sich hier noch um eine gegenseitige Ver- 
starkung der beiden Priparate handelt, da nach den Untersuchungen von 
E. Biirgi') auch die Lokalaniasthetika sich in ihrer Wirkung gegenseitig 
verstarken. 


B. Versuche an Froschlarven. 


Fiir das Studium der Narkosewirkung sind Versuche an Kaulquappen 
sehr geeignet (Overton). Der Effekt der Wirkung la8t sich hier von Anfang 
bis zu Ende in einfacher und genauer Weise verfolgen. Setzt man dem Wasser 
etwas Phenylathylamin zu, so sieht man, daB die Larven allmahlich Seiten- 
und Riickenlage annehmen und zuerst voriibergehend, dann aber langere 
Perioden in dieser unnatiirlichen Haltung bleiben. Zuletzt héren die 
Spontanbewegungen auf. Werden die Tiere in diesem Stadium in frisches 
Wasser gebracht, so erfolgt langsam eine Erholung, die zum vollstandigen 
Erwachen fiihrt. Ein groBer Vorteil dieser Versuche besteht ferner darin, 
daB man gleichzeitig an einer groBen Anzahl von Tierchen den Versuch 
anstellen kann, wodurch individuelle Verschiedenheiten zu einem gewissen 
Teil ausgeglichen werden. 


Auch diese Narkoseversuche zeigen die wesentlich verschiedene Wirkung 
der Phenylathylaminbase und ihrer Salze, wobei auch hier das Phenyl- 
athylamin sich viel starker wirksam erweist. Zu allen Versuchen dienten 
gleich konzentrierte Phenylathylaminlésungen. Werden einige Kaulquappen 
in 100 ccm einer n/500 Phenylathylaminlésung gebracht, so tritt nach etwa 
15 bis 20 Minuten vollstindige Narkose ein. In einem Parallelversuch mit 
100 cem einer n/500 salzsauren Phenylithylaminlésung tritt die Narkose 
erst nach 2% Stunden ein! Und mit gleich konzentrierten Loésungen von 
essigsaurem oder oxalsaurem Phenylithylamin ist eine Narkose_tiber- 
haupt nicht zu erzielen. In der Phenylathylaminéartrat- und citratlosung 
nehmen die Tiere nach 334 Stunden Riickenlage ein, aber nur voriiber- 
gehend, eine wahre Narkose bildet sich nicht aus. Ein analoges Resultat 
ergeben auch die Versuche mit n/200 Lésungen. Wird eine sonst 
wirksame Menge von Phenylithylamin in einem neutral reagierenden 
Phosphatpuffergemisch aufgeliést, so bleibt die Narkosewirkung auf die 
Kaulquappe aus. Die Bedeutung der H+, sowie anderer Kationen und 
Anionen fiir die Ausbildung der Narkose tritt in all diesen Versuchen 
sehr deutlich hervor. 


Wiasserige Lésungen von Phenylithylamin reagieren alkalisch, und es 
kénnte vielleicht gerade die Anwesenheit von OH— fiir die intensivere 
Wirkung der Phenylithylaminbase verantwortlich gemacht werden. Der 
Aufenthalt der Kaulquappen in einer stark oder schwach alkalischen Lésung 
(m/20 oder m/100 Na,HPO,) ruft keine Narkoseerscheinungen hervor. 
Ebenso fiihrt eine Vermehrung der O H— (z. B. durch Zusatz von alkalischem 
Phosphat) nicht zu einer Verstérkung der Phenylathylaminwirkung (vgl. 
vorletzten Versuch, sowie den Versuch mit der alkalischen Phosphatmischung 


der Tabelle IT). 


1) E. Biirgi und Mitarbeiter, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 1907 u. f. 
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Tabelle IT. 


Narkotische Wirkung des Phenylithylamins und seiner Salze auf Frosch 
larven. 





Praparat pg Wirkung || Bemerkungen 
Phenylathylamin . . . n/500|  Narkose nach 15 Min. Hone Hise 
s . . . | nf500 a * 7 
. -HCl .  n,500 21/, "Std. 
a -Acetat n/500 Nach 31/, Std. "keine Narkose| | 


a -Oxalat n/500 ” ala ” ” ” | 


-Tartrat n/500 Nach 33/, Std. voriibergeh. | | Geis seache 
Riickenlage, aber keine voll- | |” Erholung 
stindige Narkose | in frischem 

-Citrat | n/500/ dasselbe Weseer 


i Neti n/200 | Nach 3’ vollstand. Narkose | 

x -Tartrat n/200 | » 2'/, Std. keine Narkose | 

if -Citrat nj/200|_ , : ‘ - 

a -Acetat n/200 . i . is 
-Oxalat n/200| , 

Pheny lathylamin i in neu- 
traler Phosphatmisch, | 
(40ccmm/10 NaH, PO, 
+ 60ccm m/10 Selbst nach 7 Std. keine 
Na,HPO,) | n/200 Narkose 

Phenylathylaminin alka- | | 
lischer Phosphatmisch. || 
(70cem m/10Na,HPO, 
+ 30cem m/10 i} 
NaH,PO,) .... .//n/ Nach 3 Std. keine Narkose | 

v 191/, Stunden ganz normale | 

Beweglichkeit 
15 Stunden ganz normale 


” ” ” 


Reagiert schwach 
alkalisch 


{| 
| 

Beweglichkeit | alkalisch 
Nach 3Min. verminderte Be-| ° 
weglichkeit, voriibergehende || 


Riickenlage, nach 5 Min. 
volistandige Narkose 


Reagiert stark 


i| 
| 
Phenylathylamin, Zusatz | . “ lp cee 
*. Nach 3 Min. beginnende, n. | Erholungi.frisch. 
Mech ¥ (2cem n/10 | 1500 4 Min. vollstandige Narkose | Wasser nach 


11) Stunden 
Phenylathylamin, Zusate | ‘ ania’ | Eethodenel. tele 
von, HPOS~ "(2cem | nem Re. weeds ee 


i} 
n/10 Na,HPO,) . || n/500 Narkose | 1Std. 20 Min. 
i : | Nach 22 Min. verminderte 
Phonglithylamin, Zsete, Beweglichkeit, voriibergeh. | 
nln arth — Riickenlage. Nach 35 Min. | 
n/10 NaH,PO,) . . . | n/500 vollstandige Narkose 


C. Versuche mit Gelatinequellung. 

Eine abgewogene Menge kiuflicher Gelatine wurde fiir 1 Tag in destil- 
liertes Wasser gebracht und dann unter gelindem Erwiarmen in so viel 
Wasser aufgelést, daB eine 10proz. Mischung entstand. Nach dem Er- 
starren wurde die Masse in eine Anzahl Stiicke von gleichem Gewicht ge- 
schnitten. Jedes Gelatinestiick kam in 30 ccm der Quellungsfliissigkeit 
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und wurde in einem Flaschchen mit zugeschliffenem Stopfen stehengelassen. 
Der besseren Ubersicht halber sind die Resultate in Form einer Tabelle 
zusammengestellt. Das Phenylathylamin (als freie Base) begiinstigt die 
Wasseraufnahmefihigkeit der Gelatine sehr stark. Nach 2 Stunden ver- 
doppelt sich das Gewicht des Gelatineblocks, zuletzt tritt eine Verdreifachung 
des urspriinglichen Gewichtes ein. Zusatz eines Anions zum Phenylathylamin 
vermindert seine quellungsbeférdernde Wirkung sehr stark; in Phenyl- 
ithylaminhydrochlorid, -tartrat, -acetat, -oxalat nimmt die Gelatine nur ganz 
wenig Wasser auf, ungefahr ebensoviel wie beim Aufbewahren in destilliertem 
Wasser. Die gleiche depressive Wirkung aut die Quellungsfahigkeit findet 
man auch, wenn man anstatt der oben erwaéhnten Siuren ihre Salze nimmt. 
Setzt man der n/10 Phenylathylaminlésung Na-Acetat oder Na-Citrat oder 
eine neutral reagierende Puffermischung hinzu, so quillt die Gelatine nur 
ganz wenig. Fiir eine spezifische Beeinflussung der Quellung durch das 
Phenylithylaminmolekiil sprechen auch die CKontrollversuche mit 
n/10 NaOH und n/10 HCI; die Quellung ist in diesem Falle viel geringer 
als mit n/10 Phenylathylamin (vgl. Tabelle IIT). 

















Tabelle ITI. 


Wirkung des Phenylathylamins und seiner Salze auf die Gelatinequellung. 
























é4 Se Gewicht des Gelatineblocks nach der 
Praparat |Konzen- 3z° z sepnagunE i ins 
| ee ze 33 nach nach nach nach nach 
SSS 2Std. 17'pStd) 18 Std. 21 Std. 30 Std. 
Destilliertes Wasser . 5,8 5,94 615 — _ — 
Phenylithylamin .... n/10| 5,8 937 1681) — — — 





- -Citrat . n/10, 58 660, 680 — — — 
a in neu- | 
traler Phosphatmischung 
(1 Teil NaH,PO, + 
l'/, Tele Na,HPO,). . n/10) 58 6,60 7,15 — — ae 










Destilliertes Wasser .. . 5,55 || 566 — — 5,90 
Phenylaithylamin .... n/l0|) 555 | 950 — _ 16,6 | 16,6 
o -HCl . . | n/10 | 5,65} 6,77; — — 6,25, 6,40 
- -Tartrat. n/10 |) 5,55 | 593 — —_ _ 6,72 
-Acetat . | n/10 | 555 | 587) — — — 6,75 
pt -Oxalat . n/10 | 5,55 | 594° — — —- 6,70 
Phenylathylamin .... n/10|) 63 — — | 168 — _ 
Destilliertes Wasser .. . 6,3 6,3 
Phenylathylamin (n/10) in 
n/10 Harnstofflisung . . n/10) 63 15,2 





Phenylathylamin (n/10) in 










Na-Citratlisung ... .  n/10) 63 8,1 
Phenylaithylamin (n/10) in 

n/10 Na-Acetatlésung . | n/10 63 8,45 
Phenylathylamin (n/10) in 

n/10 K-Na-Tartratlosung | n/10 6,3 7,95 
Phenylathylamin (n/10) in 

n/10 NaHCO,-Lésung . | n/10 6,3 8,40 
| SrA SPONEAN cece as aa |n/10 7,05 10,20 
Es eo es a <b n/10 7,05 9,75 





Destilliertes Wasser . . . n/10 = 7,05 7,28 
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Kine groBe Reihe von Versuchen wurde am Reflexfrosch nach Tiiy) 
ausgefiihrt. Die Versuche sollen hier nicht niher besprochen werden. ine 
etwa 3 Minuten andauernde Bepinselung mit einer Iproz. Lésung voy 
Phenylathylamin geniigt z. B., um das Froschbein selbst gegen konzentricrtc 
Salzsiure vollkommen unempfindlich zu machen. Verwendet man schwiichere 
Phenylathylaminlésungen oder begniigt man sich bei der 1 proz. Pheny). 
athylaminlésung mit einer kiirzer dauernden Bepinselung, so erzielt ran 
ebenfalls eine vollstandige Reflexlosigkeit oder eine sehr starke Verlangeriing 
der Reflexzeit. 

Der EinfluB des Phenylithylamins auf die Geschmacksempfindung der 
Zunge geht aus folgendem Versuche hervor: die Zunge wurde 4 Minuten 
lang mit einer 4%proz. Lésung von Phenylithylamin bepinselt. Insgesam: 
wurde fiir diese Bepinselung 0,015 g Phenylathylamin verbraucht. Der 
Erfolg ist aus nachfolgender Zusammenstellung ersichtlich: 





20 Proz. 


Nach Minuten Fuctes 


| NaCl 10Proz. | Chinin 2Proz. |  Weinsdure 
| | 2 Proz. 


3 
10 
20 | 
35 | =: | — 
45 _ _ 
55 ||  schwach | |  sechwach 
70 | re . 
ee ae 

Das salzsaure Phenylathylamin wirkt auch auf die Zungenschleimhaut 
schwicher als die freie Base. Die Geschmacksempfindung fiir siiB, salzig, 
sauer und bitter wird zwar auch durch eine lproz. Lésung von Pheny]- 
athylamin-H Cl aufgehoben, sie kehrt aber nach 10 bis 15 Minuten zuriick. 


Zusammenfassung. 

1. Phenyldthylamin besitzt starke lokalanasthetische Eigenschaften 
und wirkt selbst in schwacher Konzentration (m/500 bis m/200) nar- 
kotisch auf Froschlarven. Der Eintritt einer parastiindigen Hydroxyl. 
gruppe in das Molekil und somit die Uberfiihrung des Phenylathy)- 
amins in das Tyramin ist von einer beinahe vollstindigen Aufhebung 
der lokalanisthetischen und narkotischen Wirkungen begleitet. Hordenin 
(w-Dimethyl-tyramin) wirkt dagegen auf Kaulquappen schwach 
narkotisch. 

2. Die Wirksamkeit des Phenylaithylamins und vieler seiner 
Derivate ist in weitgehendem MaBe von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Lésung abhingig: eine saure Reaktion oder selbst ein 
Pu = 7,0 bis 7,5 hemmt die narkotischen und _ lokalanisthetischen 
Wirkungen. Bei pq = 8,4 bis 8,5 wirken dagegen auch ganz verdiinnte 
Phenylithylaminlésungen sehr stark. Ebenso wie die narkotische wird 
auch die quellungsférdernde Wirkung des Phenylathylamins durch 
eine neutrale oder schwach saure Reaktion stark abgeschwiacht oder 
fast ganz aufgehoben. 
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Uber Blutkatalase. 
Von 
W. v. Moraezewski. 
(Aus der medizinischen Universitaétsklinik in Lemberg.) 


(Hingegangen am 25. Juli 1923.) 


Der Katalase des Blutes wurde durch die Untersuchung von 
van Thienen eine Bedeutung bei der Diagnose der Schwere einer Andmie 
zugeschrieben. Dieser Forscher gab an, daf ahnlich wie der Blutfarben- 
index die Katalase des Blutes bei schweren Animien relativ vermehrt 
erscheint. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB die Zahl der roten Blutzellen 
das MaBgebende der katalytischen Eigenschaft des Blutes ist. Die 
Menge des zersetzten Wasserstoffsuperoxyds ist in erster Linie von 
der Zahl der roten Blutzellen abhingig, und bei einer Zahl der Ery- 
throcyten, welche 1000000 betrigt, finden wir durchschnittlich 23 bis 
60 com 1/199 Kaliumpermanganat, entsprechend dem zersetzten H,O,, 
bei der Polycythemie mit 8000000 Erythrocyten 230 bis 300 ccm. 

Wenn man nun die Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter der Per- 
manganatlésung mit der Zahl der Erythrocyten in Beziehung bringt, wie 
es van Thienen machte, so ergibt sich im groBen und ganzen, daB bei 
geringer Blutzellenzahl relativ héhere Zahlen gefunden werden als bei 
normalen oder iibernormalen Erythrocytenmengen. Dieses sieht man 
an folgenden Beispielen (Tabelle I). 


Tabelle I. 


Zahl der Erythrocyten . . . 1000000—3000000 


Zahl der com KMnO,"/io. 28—130 
Index 5—10 


Zahl der Erythrocyten . . . 3000000—5000000 
Zahl der com KMn0O, ?/ ; 76—200 
58 


Zahl der Erythrocyten . . . 5000000—8000000 und dariiber 

Zahl der com KMn0O,4/109 96—300 

Index 5—6 
Durchschnittszahlen von etwa 60 bis 70 Beobachtungen. 


Wenn nun sowohl von uns wie von anderen die hohen Indexzahlen 
und die RegelmaBigkeit dieser Indexerhéhung nicht gefunden wurde, 
so liegt es vielleicht an besonderen Umstanden der Untersuchung. 

Es interessierte uns an der Frage eher die Beziehung der kata- 
lytischen Eigenschaften des Blutes.zu den krankhaften Zustainden des 
Organismus und zu den Veranderungen, welche durch das Fieber und 
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Na 
die Medikamente gesetzt werden — und iiber diesbeziigliche Versuch hen © 
soll hier berichtet werden. 

Wenn man bei einem Fiebernden fortlaufende Bestimmungen de 
Katalase durchfiihrt, so ist es leicht zu entdecken, daB die Katalas 
mit der Dauer des Fiebers fallt. Es zeigen dieses folgende Beispicle. 


welche von den vielen Beobachtungen gewahlt sind (Tabelle II). 
Tabelle II. 





5. XI. | 7. XI | 9. XI. | 11. XI) 13: X11. | 15. XII 


Typhus abdominalis. Zahl | 
der cem von KMn0,!/i, | 184 | 174 | 160 140 | 120 90 
Ft arog abdominalis .. . 114 108 | 98 
Sepsis 165 | 156 | 
Pneumonie 184 173 | 172 | ‘ 176 
| nach der Krise 
Temperatur 39° 38 36° | 36° 
Pneumonie 157 144 bilis 
Malaria 130 120 | ates 
70 80 nach Genesung des Zu 


einer V 
die Zal 
katalyt 
mit jer 

Tabelle III. welche 
Milchinjektion. Diese | 


I. K. cem */19, KMnO,. . . . 187 | Leucocyten gucker 
Nach der Milchinjektion. . . . 168 . 
ieee : iibt so 
IL’ S. cem sem KMnO, . ae z n den 
Moo KMnO,. .. . 176 j 
> “eo KMnO,. . . . 174 ; mg 
“Nach 2 Tagen. auch g 
com */i99 KMnO,. . . . 164 | Leucocyten Zweite 
» ‘Y/wo KMnO,. ... 160 j 
» ‘wo KMnO,.. . . 152 
Ut.. 7. , v/ 100 KMn0, . Pere 
” 
” 


” 


Ebenso verhilt sich die Katalase bei kiinstlich erzeugtem Fieber 
bei Proteinkérperbehandlung, in unserem Falle bei Milchinjektionen 
(Tabelle ITI). 


‘og KMnO,. . . . 145 
i/o KMnO,. . . . 149 

Man ersieht aus diesen Beispielen, daB die Katalase sowohl beim 
Sinken der Leucocytenzahl wie bei ihrer Erhéhung stets in gleichem 
Sinne reagiert, nimlich immer eine Verminderung zeigt. 

Auch der Genu8 von Eiwei8 nach einer langeren Fieberperiode 
bewirkt ein Sinken der Katalase gleichzeitig mit Erhéhung der Tem- 
peratur, ein ProzeB, welchen wir bei Rekonvaleszenten nach Typhus 
beobachtet haben, wenn sie zum erstenmal nach der Abfieberung ein 
Ki genossen haben. Diese Fieberreaktion ist tibrigens mit der Leuco- 
cytenvermehrung verbunden und kann mit dem Widalschen hiamo- 
klastischen Schock verglichen werden. 
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Nach diesem Schock sowie nach MilchgenuB bei Leberinsuffizienz 
sehen wir die Katalase sinken (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 

Nach Eiwei®BgenuB. 
ccm */19, KMnO, . . . . 164 Leucocyten 
Nach EiweiB 155 


” ” 
com: */i99 KMnO,... . 126 
Nach GenuB von einem Ei 102 
. ‘ gle ieee 
com "/ing KMnO, .. . . 157} 
Nach 200cem Milch. . . 151 
(Leberinsuffizienz ) 176 | 


sss3s3Vv 3s 3B 3S 


Es war’ von Interesse zu untersuchen, ob auch ein Steigen zu 
beobachten ware, wenn wir den Ernahrungszustand des Organismus 
heben. 

Wir untersuchten nun die Katalase bei Zuckerzufuhr und Zucker- 
mobilisation und fanden, daB alle die Eingriffe, welche zur Mobilisation 
des Zuckers fiihren oder die Ernihrung des Organismus steigern, mit 
einer Vermehrung der Katalase des Blutes einhergehen, ohne daB dabei 
die Zahl der Erythrocyten vermehrt wird. Diese VergréBerung der 
katalytischen Kraft des Blutes ist gering und nicht zu vergleichen 
mit jener, welche wir bei Blutverlusten antreffen, oder bei Individuen, 
welche sich durch die Zahl der roten Blutzellen bedeutend unterscheiden. 
Diese Vermehrung der Katalase ist auch nicht etwa durch den Blut- 
zucker verursacht, denn ein Zysatz von Zucker zum Blute in vitro 
iibt so gut wie keinen Einflu8 auf das katalytische Vermégen, besonders 
n den Mengen, welche hier in Frage kommen. Es ist dies also eine 
Katalasenvermehrung besonderer Art, eine Vermehrung, welche, wenn 
auch gering, denn doch so deutlich und eindeutig war, daB sie keinem 
Zweifel unterliegen darf (Tabelle V). 


Tabelle V. 
Zucker vermehrung. 


Z. Diabetes mellitas. 
ccm 4/199 KMnO, Gemisechte Kost 

% 100 KMnO, Gemiisetag 
» o/19 KMnO, Haferdiat 
» + /wo KMnO, Hungertag 
Hr. The. nach FettgenuB 136cem K MnO, (niichtern 146) 
KMnO,(_, 142) 
KMn0,( 7 143) 
, vor der Injektion 56 

88 


3 


Phlorhidzininjektion . 


” ” 


’ 128 
Poe Vy 174 
Be gets se 151 
near . 94 
’ by 114 


” 
Zucker intravenés 


- ” 


Pilocarpi n 
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’ 
Phlorhidzin ‘erzeugt bekanntlich eine Verminderung des Biut. 


zuckers, trotzdem finden wir nach Phlorhidzin eine Vermehrung cer 
katalytischen Kraft. Pilocarpin soll ebenfalls nach meinen fritherey 
Versuchen eine Verminderung des Blutzuckers bewirken, und wir finden 
hier ein Sinken der Katalase. Adrenalin bewirkt eine Vermehrung, 
ebenso die Zuckerinjektion. 

Einen ganz besonderen Einflu8 tibten die Strychnininjektionen, 
welche wir bei Herzkranken machten. Es zeigte sich nimlich bei zahl- 
reichen Versuchen, daB diese Injektion verschieden auf die Katalase 
wirkt, je nach dem Zustande des Organismus. Nur bei geschwichtem 
Organismus bewirken sie eine regelmaiBige und deutliche Depression 
des katalytischen Vermégens. Nicht aber bei gesunden oder solchen, 
welche Zirkulation und Atmungsorgane unbeschidigt haben, z. B. 
Tabelle VI. 


Tabelle VI. 


Appendicitis . . . . vord.Injekt. 189 nachd. Injekt. 189ccm K MnO, 
Ketasia ventriculi . 5 ee cee pega emit | Ae KMn0, 
Myocarditis .... , Cee Daas WS KMn0, 
Insuffizienz aortae . 157 142 KMn0, 
Rekonvaleszentn.Ty. , 157 ; 144 , KMn0O, 
Polycythemie Astm. 234 212 KMn0O, 
Insuffizienz aortae . , let a, . 151 KMn0, 


AQSRASS 


Diese Verminderung der katalytischen Kraft konnte zwar durch 


Schadigung der Leber erklart werden, nur ist es unbegreiflich, warum 

die Herzinsuffizienz dabei maBgebend sein sollte. Da diese Depression 

des katalytischen Vermégens nicht durch Herzexzitantien bewirkt 

werden kann, haben wir uns iiberzeugen kénnen, indem wir dieselben 

Kranken durch Coffeininjektionen behandelten und dabei eher ein 

Steigen der Katalase, nie aber ein Sinken verzeichneten, z. B.: 

- Endocarditis Coffeininjektion vor der Inj. 70 nach der Inj. 71 
Strychnininjektion , , , 70 a re ae 

W. Asthma . . Coffeininjektion eg ae 2 fear 

W. » +. + Strychnininjektion , , , 247 a seer 

Ebenso tibt eine Sauerstoffinhalation eine Erhéhung, nicht ein 
Sinken der Katalase, und eine Atropin- oder Morphiuminjektion ist 
iiberhaupt ohne Wirkung auf den Gehalt an Katalase. 

Im grofen und ganzen haben wir also die Beobachtung von 
van Thienen bestiitigen kénnen, dahin lautend, daB das erythrocyten- 
arme Blut relativ mehr Katalase besitzt als das erythrocytenreiche. 

Daneben fanden wir einen deutlichen Einflu8 des Fiebers und 
der Infektion, welche das katalytische Vermégen des Blutes deutlich 
herabsetzen, und konnten einen entgegengesetzten EinfluB, d. h. eine 
Vermehrung der Katalase bei reichlicher Ernahrung feststellen. Dabci 
ist wohl nicht die Zuckervermehrung des Blutes allein maBgebend. 
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Endlich fanden wir eine Verminderung der Blutkatalase nach Strychnin- 
injektion, welche besonders deutlich bei Herzkranken, Asthmatikern 
und Rekonvaleszenten zu sehen war und bei Herzgesunden nicht 


auftrat. 
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Die Bestimmung des Fibrinogens im Blutplasma. 


Von 
St. Rusznyak und I. Barat. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1923.) 


Die Kenntnis des Fibrinogengehaltes des Blutes gewinnt in der 
letzten Zeit standig an Wichtigkeit. Um so mehr benétigen wir eine 
Methodik, welche einfach, rasch und an kleinen Substanzmengen 
arbeitend, Serienuntersuchungen gestattet. Bisher kommen haupt. 
sichlich drei Methoden in Betracht. 


1. Die Methode von Reye (1) fallt das Fibrinogen durch Sattigung zu 
27 Proz. mit Ammonsulfat und bestimmt deren Menge gravimetrisch. Die 
Methode benétigt gréBere Substanzmengen und ist viel zu umstiindlich, 
um fiir klinische Zwecke brauchbar zu sein. 2. Die Methode von Howe (2) 
fallt das Fibrinogen mit Calciumchlorid und bestimmt die Niederschlags. 
menge durch eine Stickstoffbestimmung nach Folin. Diese Methode hat sicher 
Verteile vor der gravimetrischen, doch ist die Stickstoffbestimmung bei 
Serienuntersuchungen noch immer viel zu beschwerlich. 3. Am einfachsten 
und verbreitetsten ist die refraktometrische Methode von Winternitz (3). 
Sie entspricht tatsaichlich den Forderungen der klinischen Arbeit, was 
Raschheit und die Verwendung von kleinen Substanzmengen betrifft, 
doch bestehen starke Bedenken theoretischer Natur gegen ihre Richtigkeit. 
Ganz abgesehen davon, da die refraktometrische EiweiBbestimmung in 
gewissen Fallen versagt (Lipiaimie, stark erhéhter Reststickstoffgehalt), kann 
man das Serum nicht einfach als Plasma minus Fibrinogen betrachten. 
Bei der Gerinnung des Blutes entstehen Salz- und Wasserverschiebungen, 
wie das jiingst auch Leendertz (4) hervorgehoben hat, welche die refrakto- 
metrische Methode nicht beriicksichtigt. Diese Umstiande beriicksichtigend, 
haben in jiingster Zeit Leendertz und Gromelski (5) das urspriingliche Winter. 
nitzsche Verfahren derart modifiziert, da8 es nunmehr einwandfrei erscheint. 


Der eine von uns hat vor einiger Zeit eine nephelometrische Methode 
zur Bestimmung des Albumin-Globulinquotienten angegeben (6) und 
schon damals die Ansicht gedéu®ert, da dasselbe Prinzip auch fiir 
eine Fibrinogenbestimmung anwendbar wire. Wir haben nun die 





St. 


Meth 
versu 
( 
saure 
Amm 
schor 
nur s' 
werd 
zentr 
l6sun 
oft ] 
(War 
niich 
Plas1 
und 
den 
nun 
seitis 
sicht 
so gi 
Fibr 


in der 
ir eine 
nengen 
haupt. 


ang zu 
1. Die 
ndlich, 
rwe (2) 
shlags. 
sicher 
ng bei 
chsten 
itz (3). 
55 was 
strifft, 
igkeit. 
ing in 
, kann 
chten. 
ingen, 
rakto- 
igend, 
"inter- 
heint. 


thode 
} und 
h fiir 
1 die 


St. Rusznyak u. I. Barat: Best. des Fibrinogens im Blutplasma. 477 


Methode auch zu diesem Zwecke ausgearbeitet. Nach einigen Vor- 
versuchen hat sich folgendes Verfahren als empfehlenswert erwiesen. 

0,10 ccm Citratplasma werden in einem Kolben mit 50 ccm einer 
sauren Ammonsulfatlésung (1 Teil n/5 Salzsiure + 1 Teil konzentrierte 
Ammonsulfatlésung) versetzt. Wie aus friiheren Untersuchungen 
schon bekannt war, fallt dabei das gesamte EiweiB in Form einer feinen, 
nur sehr langsam ausflockenden Triibung aus. In einem anderen Kolben 
werden 0,40 cem desselben Plasmas mit 25 ccm einer zu 27 Proz. kon- 
zentrierten Ammonsulfatlésung (27 ccm konzentrierte Ammonsulfat- 
lésung + 73 cem destilliertes Wasser) vermischt; die hierbei entstehende, 
oft kaum sichtbare Triibung besteht ausschlieBlich aus Fibrinogen. 
(War das Plasma schon an sich triib, was bei der Blutentnahme auf 
niichternen Magen sehr selten ist, so mu ein drittes GefaiB mit 0,40 com 
Plasma und 25 ccm physiologischer Kochsalzlésung eingestellt werden 
und ist als ,,Eigentriibung“ nephelometrisch zu bestimmen und aus 
den Eiwei8werten abzuziehen.) Der Triibungsgrad der Lésungen wird 
nun wie bei der Bestimmung des Albumin-Globulinquotienten gegen- 
seitig nephelometrisch verglichen. Bei der Berechnung muB8 beriick- 
sichtigt werden, daB die Verdiinnung bei dem GesamteiweiB 7,9mal 
so groB ist als bei der Fibrinogenfillung, so daB die FenstergréBe der 
Fibrinogenseite mit dieser Zahl multipliziert werden mu, 

Zur Ausfiihrung der Methode geniigen 0,5 ccm Plasma, die ganze 
Bestimmung und Berechnung kann in 10 Minuten ausgefiihrt werden. 

Wir haben die Methode des 6fteren gravimetrisch kontrolliert und 
gut iibereinstimmende Werte gefunden. 





Gesamteiweifs/Fibrinogen 


nephelometrisch| gravimetrisch 


= eee ren eee 43,1 45,6 
ES toe « 26,3 22.4 
Fall 3 ee 15,3 15,6 
ae ares 21,3 18,7 


Die Ubereinstimmung ist allerdings nicht so schén, wie bei der Be- 
stimmung des Albumin-Globulinquotienten, doch miissen wir bedenken, 
daB bei der relativ kleinen Menge des Fibrinogens auch die gravimetrische 
Methode (wir benutzten dazu je 10 cem Plasma) mit einem Fehler von etwa 
10 Proz. arbeitet. 

Die mit der Methode erhaltenen Werte bedeuten natiirlich nur 
die relative Menge des Fibrinogens im Verhaltnis zum Gesamteiweib- 
gehalt, doch braucht man auch in Serienuntersuchungen nur cine 
einzige quantitative GesamteiweiBbestimmung vorzunehmen (gravi- 
metrisch, refraktometrisch oder Stickstoffbestimmung), und man kann 
dann saimtliche Werte auf absolute umrechnen. 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine nephelometrische Methode zur quantitativen Bv- 
stimmung des Fibrinogens im Plasma angegeben. 
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Eine Mikromethode zur quantitativen Bestimmung 
der Eiwei6fraktionen im Plasma. 
Von 
Stefan Rusznyak. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1923.) 


Die chemische Analyse des Blutes erreichte ihre heutige klinische 
Bedeutung erst dann, als, hauptsachlich unter der Anregung der 
Arbeiten von Bang, Mikromethoden ausgearbeitet worden sind. Die 
alteren Methoden mit ihrem groBen Aufwand an Zeit und Material 
waren fiir die klinische Praxis ungeeignet. Da8 es hierbei tatsichlich 
nur auf die Methodik ankommt, lat sich am besten am Beispiel der 
Bluteiwei8k6rper zeigen. Wahrend die verschiedensten Blutbestandteile, 


Zucker, Chloride, Bilirubin usw. in einer ganzen Flut von Arbeiten 
unter den verschiedensten Verhiltnissen untersucht worden sind, 
blieben die so wichtigen EiweiB8kérper viel zu vernachlassigt. Man 
beschiftigte sich ja von Zeit zu Zeit mit dem Albumin-Globulin- 
quotienten, und in jiingster Zeit wendet sich das Interesse in erhéhtem 
MaBe dem Fibrinogen zu, doch fehlte bisher eine Methode, welche, 
den klinischen Bediirfnissen entsprechend, eine rasche quantitative 
Bestimmung der EiweiBfraktionen des Blutplasmas in kleinen Blut- 
mengen gestatten wiirde. Es ist zwar von Howe (1) vor einiger Zeit 
eine Methode angegeben worden, welche die Bestimmung der einzelnen 
Fraktionen in relativ wenig Plasma ermdéglicht, doch ist sein Ver- 
fahren fiir ausgedehntere Untersuchungen noch immer viel zu um- 
standlich. 

Das vor einiger Zeit von uns ausgearbeitete Verfahren zur Be- 
stimmung des Albumin-Globulinquotienten (2) und des Fibrinogen- 
gehaltes (3) mit Hilfe der Nephelometrie fiihrte zu dem Gedanken, 
diese einfache Methode auch fiir die quantitative Bestimmung von 
simtlichen Fraktionen auszuarbeiten. Wir gingen von der seit Hof- 
meister bekannten Tatsache aus, da durch eine zu 27 Proz. konzen- 
trierte Ammonsulfatlésung das Fibrinogen, durch eine zu einem Drittel 
konzentrierte Lésung Fibrinogen und Euglobulin, und durch eine 
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halbgesittigte Losung das Fibrinogen, Euglobulin und Pseudoglobulin 
ausgefallt werden. Allerdings wurde die Trennung des Euglobulins 
vom Pseudoglobulin mit Hilfe von Aussalzungsmethoden von mehreren 
Forschern beanstandet, da zwischen den einzelnen Fraktionen flieBende 
Ubergiinge bestehen, wie das auch jiingst Oeller und Schierge (4) richtig 
betonen. Auch aus der schénen Arbeit von Mellanby (5) ergibt sich, 
daB, wenn man Serum mit verschieden konzentrierten Salzlésungen 
fallt, die Menge des gefillten EiweiBes eine stetige Kurve bildet, welche 
keine Spriinge aufweist, aus welchen man auf prinzipielle Unterschiede 
der einzelnen Fraktionen schlieBen kénnte. Wenn wir noch erwahnen, 
daB unter den verschiedensten Umstinden die einzelnen Eiwei8kérper 
ineinander tibergehen kénnen, so ist leicht einzusehen, daB eine scharfe 
Trennung dieser Stoffe iiberhaupt nicht méglich ist, und die Bezeich- 
nungen Albumin, Globulin usw. lediglich konventioneller Natur sind. 
Dies vor Augen haltend, wollen wir, dem alten Ubereinkommen gemiB, 
jene EiweiBkérper, welche auf Halbsittigung mit Ammonsulfat aus- 
fallen, Globuline, und die, welche hierbei in Lésung bleiben, Albumine 
nennen; die weitere Fraktionierung in Fibrinogen, Euglobulin und 
Pseudoglobulin wollen wir auf die oben angegebene Weise vornehmen. 
Die Pseudoglobulinfraktion laBt sich bekanntlich weiter noch in eine 
Fraktion I und II zerlegen, wenn man noch eine zu 40 Proz. konzen- 
trierte Ammonsulfatlésung verwendet. Will man die Fraktionierung 
nicht mit Ammonsulfat, sondern mit Natriumsulfat vornehmen, wie 
das z. B. Howe empfiehlt, so kann das mit geringen Anderungen prin- 
zipiell auf dieselbe Weise geschehen; wir haben die Ammonsulfat- 
methode benutzt und haben mit Natriumsulfat noch sehr wenig Er- 
fahrung. 


Die Methode. 


Aus friiheren Untersuchungen war uns bekannt, daB die nephelo- 
metrisch bestimmte Niederschlagsmenge bei der Fallung von Serum oder 
Plasma mit einer zu 50 Proz. oder zu 27 Proz. konzentrierten Ammonsulfat- 
lésung gut mit der gravimetrischen Bestimmung iibereinstimmt; daraus 
folgerten wir, daB diese Ubereinstimmung auch bei den dazwischen liegenden 
Konzentrationen besteht. Auf dieser Grundlage haben wir nach einigen 
Vorversuchen folgende Methode ausgearbeitet. 

Vier Erlenmeyersche Kolben werden mit I, II, ITI und IV bezeichnet. 

In Kolben I werden 0,10 ccm Plasma (Citratplasma, bereitet mit einer 
5proz. Natriumcitratlésung 1:4 Blut) abgemessen und mit 50 ccm einer 
sauren Ammonsulfatlésung verdiinnt (1 Teil n/5 Salzsiure + 1 Teil kon- 
zentrierte Ammonsulfatlésung). 

Im Kolben II werden 0,10 cem Plasma mit 25 ccm einer halbgesattigten 
Ammonsulfatlésung verdiinnt. 

In Kolben IIT werden 0,40 cem Plasma abgemessen und 25 ccm einer 
za 33 Proz. konzentrierten Ammonsulfatlésung (1 Teil konzentrierte 
Ammonsulfatlésung + 2 Teile Aqua dest.) zugesetzt. 
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Im Kolben IV werden, wie bei der Fibrinogenbestimmung, zu 0,40 ecm 
Plasma 25 cem einer zu 27 Proz. konzentrierten Salzlésung (27 ccm kon- 
zentrierte Ammonsulfatl6sung + 73 cem Aqua dest.) zugefiigt. 

Will man auch noch Pseudoglobulin I und IT bestimmen, so stellt man 
noch einen fiinften Kolben mit 0,10ccm Plasma und einer zu 40 Proz. 
konzentrierten Ammonsulfatlésung ein. 

Im Kolben I ist nunmehr das Gesamteiwei8, im Kolben II simtliche 
Globuline und das Fibrinogen, im Kolben III Euglobulin + Fibrinogen 
und im Kolben IV nur das Fibrinogen gefallt. Die entstandenen Triibungen 
werden nunmehr im Nephelometer miteinander verglichen, wobei die 
Lésung aus Kolben I (GesamteiweiB) als Standardlésung dient. Die Be- 
rechnung der Resultate laBt sich am besten an einem Beispiele erklaren. 

Prot. Nr. XXXV; Fall J. M., Vitium cordis. Untersucht am 22. Marz 
1923. 

Der Lésung aus Kolben II entsprechen bei 20 mm Fensterlange 15,1 mm 
von LésungI. Die Konzentration von I ist also gréBer als jene von II, und 
zwar ist das Verhaltnis von I zu II gleich 20:15,1 = 1,32. Wir miissen 
uns jedoch erinnern, daB8 die Verdiinnung in I doppelt so groB ist als in II, 
somit ist das Verhaltnis von Gesamteiwei8 zu Globulin + Fibrinogen 
gleich 2,64, oder mit anderen Worten Globulin + Fibrinogen entsprechen 
37,8 des GesamteiweiBes. 

Lésung III entsprechen bei 30 mm Fensterlange 13,7 mm von Lésung I. 
Das Verhiltnis I:III ist also 2,18; diese Zahl mu8 jedoch wegen des Unter- 
schiedes in der Verdiinnung (I = 0,1 + 50cem, HI = 0,4 +25cem) mit 
7,9 multipliziert werden, so erhalten wir fiir das Verhaltnis von Gesamteiwei8 
zu Euglobulin + Fibrinogen 17,2, d.h. Euglobulin + Fibrinogen machen 
5,8 Proz. des GesamteiweiBes aus. 

Lésung IV entspricht bei 30 mm Fensterlinge 10,7 mm von Lésung I, 
I:IV ist also gleich 2,80, welches ebenfalls mit 7,9 multipliziert 22,1 ergibt 
(Gesamteiwei8: Fibrinogen). Das GesamteiweiB besteht also zu 4,5 Proz. 
aus Fibrinogen. 

Bezeichnen wir nun die Menge des GesamteiweiBes mit 100, so sind 
nach dem bisher Gesagten 

Fibrinogen = 4,5 
Suglobulin + Fibrinogen = 
"Pseudoglobulin + Euglobulin + Fibrinogen = 37,8 


Durch einfache Substraktionen erhalten wir daraus: 


Fibrinogen. = 4,5 
Euglobulin = 1,3 
Pseudoglobulin . = 32,0 
Gesamtglobulin. . = 33,3 
Albumin = 62,2 (Gesamteiweif minus Globulin 


und Fibrinogen). 

Die obigen Zahlen sind natiirlich nur relative, sie bedeuten die 
Mengen der einzelnen Fraktionen in Prozenten des Gesamteiweifes. 
Ist der GesamteiweiBgehalt des Plasmas bekannt (Refraktometrie, 
Stickstoffbestimmung usw.), so lassen sich mit Leichtigkeit auch die ab- 
soluten Werte berechnen. In unserem Falle war der EiweiSgehalt des 
Plasmas 7,1 Proz., woraus sich die folgenden absoluten Werte der einzelnen 
Fraktionen ergeben: 
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Fibrinogen. . . . . . 0,32g in 100g Plasma 
Euglobulin .... . 0,09g ,, 100g a 
Pseudoglobulin. . . . 2,27¢g 100 g ‘a 
Gesamtglobulin. . . . 2,36g 100 g “a 
BUVG se o> os Oe 100 g » 


Diese Zahlen beziehen sich natiirlich auf das Citratplasma; wollte 
man die Werte im zirkulierenden Blute wissen, so miiBte man die Verdiinnung 
des Blutes durch die Citratlésung beriicksichtigen, wobei, wie Leendertz (6) 
und Gromelski hervorgehoben, auch das relative Volum der roten Blut- 
korperchen eine Rolle spielt. 

Das ganze Verfahren, Fallung, Nephelometrie und Berechnung, dauert 
ungefahr 15 bis 20 Minuten und benétigt 1ccm Plasma; diese Vorteile 
machen das Verfahren fiir klinische und tierexperimentelle Untersuchungen 
besonders geeignet. Die Notwendigkeit der Verwendung eines Nephelo- 
meters ist allerdings ein Nachteil, doch sind auch fiir andere tigliche klinische 
Untersuchungen Instrumente wie Refraktometer, Polarimeter usw. ndtig, 
und die Anschaffung eines Nephelometers lohnt sich angesichts der schon 
jetzt zahlreichen Verwendungsméglichkeiten (Fettbestimmung, Phosphate, 
Aceton usw.), deren Zahl voraussichtlich noch betrachtlich zunehmen wird. 
Fir Laboratorien, die im Besitze eines Chromophotometers von Plesch 
sind, sei deren Umwandlung in einen Nephelometer empfohlen (7). 

Wie bei jeder neuen Methode, erédffnet sich auch hier eine ganze Reihe 
von Fragestellungen, welche mit dem neuen Verfahren einer Liésung zu- 
gefiihrt werden kénnen. Es werden zunichst ausgedehnte Untersuchungen 
nétig sein, um die physiologische Schwankungsbreite der einzelnen EiweiB- 
fraktionen im Plasma festzustellen, dann kommen die Veranderungen 
unter pathologischen Zustiinden an die Reihe. Auch der Zusammenhang 
der sogenannten Kolloidlabilitatsreaktionen, Blutkérperchensenkung usw. 
mit der Menge der einzelnen Fraktionen ist zu untersuchen und noch viele 
andere Fragen der Pathologie. Ahnliche Untersuchungen sind schon derzeit 
von uns in Angriff genommen worden, und wir behalten uns vor, iiber ihre 
Ergebnisse seinerzeit zu berichten. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine einfache und schnelle Mikromethode angegeben, mit 
welcher die EiweiBfraktionen’ des Blutplasmas auf nephelometrischem 
Wege bestimmt werden kénnen. 
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Uber das Antipepsin. 


Von 


Ernst Stolz. 
(Aus der II. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1923.) 


Als erster fand im Jahre 1901 Danilewsky!) sowohl in der Epithel- 
schicht des Magens, wie auch im Schleim der Magenwand eine Substanz, 
die die eiwei8verdauende Wirkung des Pepsins in saurer Lésung hemmte. 
Da diese Substanz ihre Wirksamkeit auch nach kurz dauerndem Kochen 
beibehielt, konnte es sich nicht um ein Ferment handeln. Ungefahr 
zur selben Zeit konstatierte auch Weinland*) ein die Wirkung des 
Pepsins hemmendes Ferment in der Magenschleimhaut, und basierte 
auf diesem Befunde seine bekannte Theorie von der Ulcusentstehung 
im Magen. Schwarz*) dagegen berichtete, daB auch die Extrakte simt- 
licher Organe so ziemlich dieselbe pepsinverdauungshemmende Wirkung 
auslésten, wie die Extrakte des Magens. 

Zahlreiche andere Autoren [Oppenheimer*)] fanden  iiberein- 
stimmend, daB auch das Serum des Blutes eine Substanz enthalt, 
die imstande ist, die EiweiSverdauung des Pepsins zu hemmen und 
deshalb Antipepsin genannt wurde. Zum Nachweis dieses Antiferments 
wurde hauptsichlich die Methode Oguros®) benutzt, die ich, da ich 
spater auf die Technik dieser Methode hinweisen mu8, hier kurz er- 
waihnen will: 

Zu einer Reihe von Ragenzglisern, welche mit je 0,4 ccm einer | prom. 
Pepsinlésung*) beschickt sind, werden von 0,1 bis auf 1 cem steigende Mengen 


1) Arbeiten d. 11. Kongr. russ. Naturf. u. Arzte, zit. nach Lieblein, 
Grenzgeb. 25 

*) Uber Antifermente, Zeitschr. f. Biol., N. F., 26, 1 u. 45, 1903. 

8) Hofmeisters Beitr. 6, 524, 1905. 

4) Oppenheimer, nad Fermente. Verlag Vogel, 1920. 

5) Diese Zeitschr. 22, 266, 1909. 

6) Die mir zur Verfiigung gestandene Pepsinlésung zeigte einen be- 
deutend geringeren Abbauwert, als in den Arbeiten Oguros verzeichnet ist. 
Ich war infolgedessen genétigt, Pepsinlésungen bis 5:200 herzustellen, 
um im Kontrollréhrehen innerhalb von 4 Stunden deutlichen Abbau zu 
erzielen. 
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des zehnfach verdiinnten zu untersuchenden Serums hinzugefiigt und in 
jede Eprouvette diese Fliissigkeit mit physiologischer Kochsalzlésung 
auf 2,4ccm aufgefiillt und eine halbe Stunde lang bei einer Temperatur 
von etwa 37°C im Brutschrank belassen. Dann fiigt man zu dieser Lésung 
0,5 cem einer n/10 Salzsiurelésung hinzu und gibt in jede Eprouvette ein 
etwa bohnengroBes Stiick Carminfibrin (Griibler) oder 2 cem einer Ricin- 
lésung 1:500 und liest nach jeder Stunde entweder an der beginnenden 
Rotfarbung der Fliissigkeit, wenn man Carminfibrin als Indikator genommen 
hat, oder an der Aufhellung der Triibung bei Verwendung von Ricinlésung, 
den Grad der Verdauung des Fibrins bzw. Ricins ab. Mit dieser Methode 
wurde von den oben erwihnten Autoren der Antipepsingehalt des Serums 
bei verschiedenen Erkrankungen untersucht und insbesondere von Lieblein') 
und Oguro*) zusammenfassend folgendes festgestellt: Bei chronischer 
Nephoritis Verringerung des Antipepsingehaltes im Blutserum, doch bei 
normalen Fallen und auch bei den verschiedensten Erkrankungen, wie 
Entziindungen jeglicher Art, Carcinomen, Cirrhosen, Vitien, Tabes, Gra- 
viditét, Hernien, Obstipationen usw. konstante Antipepsinwerte im Blute, 
wahrend nur das Ulcus ventriculi verschiedene Werte zeigte. Lieblein glaubte 
deshalb, daB diese Verschiedenheiten der Antipepsinwerte als Antifermente 
(analog den Antitoxinen) mit den Verainderungen der Pepsinausscheidung 
im Magensafte zusammenhingen. 


Ich habe deshalb bei mehreren Fallen von Ulcus ventriculi, die 
intravends mit Vaccineurin behandelt wurden, wodurch nach Hollers®) 
Mitteilung in der Reaktionszeit ein betrichtlicher Anstieg der Pepsin- 
werte erzielt wurde, vor der Injektion, 4 Stunden nach der Injektion 
(Reaktionszeit) und 24 Stunden nach der Injektion gleichzeitig die 
Antipepsinwerte im Serum und die Pepsinmengen im Magensafte 
gepriift und folgende Resultate erhalten: 





Abbauende Serummenge Pepsin: 





Name || nach 4Std. im Brutschrank| werte Diagnose 
I. Vor der Injektion. 
Sp 0,1 | 1,41 || Uleus duodeni 
. 0,1 | 0,14 || Ulcus ventriculi 
H. 0,1 | 0,85 Ulcus ad pylorum 
ae 0,1 | 0,88 || Ulcus duodeni 
II. 4 Stunden nach der Injektion. 
Sp. 0,1 | 2,35 || Uleus duodeni 
B. 0,3 1,88 | Ulcus ventriculi 
H. 0,1 | 0,79 || Uleus ad pylorum 
Hi. 0,5 0,50 || Uleus duodeni 
III, 24 Stunden nach der Injektion. 
Sp. 0,1 | 1,01 ! Ulcus duodeni 
B. 0,1 | 1,21 | Uleus ventriculi 
rf 0,1 | 0,97 | Ulcus ad pylorum 
Hi. 0,1 | 1,53 | Ulcus duodeni 





1) Mitteilungen aus dem Grenzgebiete 25, 1913. 


2) Le. 


8) Arch. f. Verdauungskr. 29, H. 3 und 4. 
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Wir sehen also in der Halfte der Falle ein Sinken, in den anderen 
Fallen ein Gleichbleiben der Antipepsinwerte in der Reaktionszeit 
der intravendsen Vaccineurininjektionen, waihrend die Pepsinwerte in 
dieser Zeit gréBtenteils gestiegen sind. Das Verhalten der Antipepsin- 
werte war also vollkommen unabhangig vom Steigen der Pepsinwerte 
in der Reaktionszeit. Um aber sicher zu sein, daB der Antipepsin- 
gehalt des Serums mit der Pepsinausscheidung im Magensafte in keinem 
ursichlichen Zusammenhange stehe, habe ich als Kontrollversuch die 
Methode Oguros derart modifiziert, daB ich an Stelle einer 1 prom. Pepsin- 
lésung das Serum des Patienten mit dem von ihm gleichzeitig ent- 
nommenen Magensafte in Verbindung brachte. Denn ich miiBte, 
wenn die oben erwihnte Ansicht Liebleins zu Recht besteht, bei Ver- 
wendung des eigenen Magensaftes immer bei gleicher Serummenge 
eine Hemmung des Pepsinabbaues feststellen kénnen. Ich sah aber 
in zahlreichen derartigen Versuchen, da8 die zur Abbauhemmung 
rotwendige Serummenge in den einzelnen Fallen sehr verschieden 
groB war, ja selbst manchmal iiber 1 bzw. unter 0,1 com hinausging. 
Damit ist aber auch bewiesen, daf das Antipepsin kein wirkliches 
Antiferment im Sinne der P. Hhrlichschen Immunitatslehre sein kann, 
da zur Antifermentwirkung auBer einer Hemmung der Fermentwirkung 
auch der Nachweis des ursichlich genetischen Zusammenhanges mit 
dem Ferment notwendig ist. Es hatte demnach bei Steigerung der 
Pepsinproduktion im Magen und somit der Pepsinresorption im Blute 
auch eine Steigerung der Antipepsinproduktion im Blute auftreten 
miissen. Da wir also das Antipepsin als Antiferment ablehnen, miissen 
wir dasselbe als ,, Paralysator“ ansehen, d. h. als eine chemische Substanz, 
welche die Fermentwirkung des Pepsins dadurch aufhebt, daB sie mit 
ihm eine chemische Verbindung eingeht [G. Bredig!)]. In der Literatur 
sind ja auch zahlreiche Paralysatoren des Pepsins beschrieben. Ich 
erwahne hier nur alle Metallsalze, Chloroform, Formaldehyd bzw. 
Phenol (Zopolsky?)], ferner in geringem MafBe alle Alkaloide [Chittenden 
und Allanp)), endlich Chloride, Jodide, Nitrate, Sulfate, Acetate und 
Rhodanide [.J. Schiitz*)]. 

Wie kénnen wir uns also das Sinken der Antipepsinwerte in der 
Halfte der Fille wihrend der Reaktionszeit einer intravenésen Vaccine- 
urininjektion erkliren? Wir wissen nach den Arbeiten Kollert-Star- 
lingers®), daB in der Mehrzahl der Fille die Albuminmenge des Serums 


1) Asher-Spiros Ergebn. d. Phys. 1, 134, 1903. 

2) Hoppe-Seiler, Med. chem. Untersuch. 4. 

8) Malys Jahrb. 15, 277; 20, 248. 

4) Uber die Hemmung der Pepsinwirkung durch Salze. Hoffmeisters 
Beitr. 5, 406, 1904. 

5) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 80, H. 1/6, 8. 311. 
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in der Reaktionszeit der Vaccineurininjektion abnimmt. Da aber 
nach Oppenheimer') eine Adsorption der Fermente durch andere Kolloide 
stattfinden kann, wiire es denkbar, da .beim Antipepsinnachweis 
nach der Methode Oguros das Pepsin im Reagenzglase zuerst das Albumin 
des zu untersuchenden Serums verdaut, selbst aber dabei vom Albumin 
des Serums adsorbiert und seiner eiweiBverdauenden Wirkung be- 
nommen wird, infolgedessen das mit Carmin gefirbte Fibrin bzw. 
die Ricinlésung nicht angreift, wodurch eine positive Antipepsin- 
wirkung vorgetiuscht wird. 

Scheinbar im Widerspruch mit dieser Behauptung stehen dic 
Versuche von H. Sachs*), der bei einer Gans nach 214% Monate langer 
taglicher intraabdomineller Injektion steigender Mengen einer 1 proz. 
Pepsinlésung eine Vermehrung des Antipepsins im Serum auftreten 
sah. Da aber die von diesem Autor vorgenommenen Kontrollversuche 
an Hunden und Ziegen kein positives Resultat ergaben, andererseits 
aber auch bei Giansen nach 14,monatiger Injektion mit der 1 proz. 
Pepsinlésung keine Vermehrung des Antipepsins aufgetreten ist, sondern 
erst bei starker, noch einen Monat lang fortgesetzter Steigerung der 
Pepsindosis die Antipepsinwerte sich erhéhten, einer weiteren Steigerung 
aber nicht mehr fahig waren, glaube ich, daB auch dieser Versuch, 
der als einziger Beweis der Antifermentbildung in der Literatur an- 
gefiihrt ist, nicht einwandfrei in diesem Sinne verwertet werden kann. 
Insbesondere haben uns die Versuche Hedins®*) gezeigt, daB das Serum- 
albumin allein auch imstande ist, Trypsin zu adsorbieren und so eine 
Antitrypsinwirkung als spezifische Antifermentwirkung uns vorzu- 
tauschen. Es kénnte also auch méglich sein, daB durch die Pepsin- 
injektionen bei der Gans eine Anderung des BluteiweiBbildes hervor- 
gerufen worden ist und die Zunahme des Albumins im Serum analog 
den Hedinschen Versuchen eine vermeintliche Zunahme des Antipepsins 
zur Folge gehabt hatte. Es miiBte also, wenn obige Annahme zu Recht 
bestehen soll, eine Globulinlésung allein nicht imstande sein, eine 
Hemmung der EiweiSverdauung herbeifiihren zu kénnen, andererseits 
aber eine durch Fallung mit Ammonsulfat und Dialyse gewonnene 
Serumalbuminlésung, ebenso wie das Serum eine Hemmung des Pepsin- 
abbaues bewirken. Um diese Frage aufzukliren, modifizierte ich die 
Methode Oguros derart, daB ich in der ersten Reihe beim Antipepsin- 
nachweis eine 10proz. Serumlésung, in der zweiten Reihe eine 10proz. 
Globulinlésung und in der dritten Reihe eine 10proz. Serumalbumin- 
lésung in von 0,1 bis 1 ccm steigenden Mengen verwendete. Im tibrigen 
hielt ich mich genau nach den Vorschriften Oguros. Nach vierstiindigem 

1) Biochemie. Leipzig, Thieme, 1920. 


2) Fortschr. d. Med. 1, 425, 1902. 
’) Zeitschr. f. d. phys. Chem. 52, 412; 50, 497. 
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Verweilen im Brutschrank konnte ich tatsichlich eine Hemmung des 
Fibrinabbaues mit 0,3 ccm der 10proz. Serumlésung und auch dieser 
10proz. Albuminlésung bei Verwendung von Ricin und Carminfibrin 
als Indikator erzielen, wahrend die 10proz. Globulinlésung keine 
Abbauhemmung zeigte. Wir sehen also, daB die Antipepsinwirkung 
einzig und allein nur‘ vom Albumingehalt des Serums abhingig ist. 
Erklirlich wird es jetzt auch, was ich vorhin erwihnt habe, da Lieblein 
und Oguro bei chronischer Nephoritis eine Verringerung der Anti- 
pepsinwerte im Blutserum finden konnten. Denn nach den Befunden 
Kollert-Starlingers zeigten diese Erkrankungen ein Sinken der Albumin- 
menge und infolge der Hydrimie auch ein Sinken des Gesamteiweifes 
des Serums. Aus diesem Grunde wird bei dieser Erkrankung das Pepsin 
im Reagenzglase nicht vollkommen vom Albumin des Serums ad- 
sorbiert und kann daher auch das Carminfibrin bzw. die Ricinlésung 
verdauen. 

Zusammenfassend méchte ich also sagen, daB der Begriff des 
Antipepsins als spezifisches Antiferment abgelehnt werden mu8 und 
nur die Héhe des Albumingehaltes im Serum mafgebend fiir die Starke 
der Hemmung des Pepsinabbaues durch das Serum ist. Daraus ergibt 
sich auch, daB der Mangel an Antipepsinferment in der Magenschleim- 
haut oder im Blutserum nicht als die Ursache einer Ulcusentstehung 
im Magen bzw. Duodenum angesehen werden kann. 











Das Verhalten des Harnstoffes und der Nichtharnstoff-fraktion 
des Reststickstoffes bei Herz- und Nierenkranken. 


Von 
Hugo Pribram und Otto Klein. 
(Aus der medizinischen Klinik der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1923.) 


Seit mehr als 20 Jahren betrachtet man auf Grund der Arbeiten 
von Jaksch, Senator, Strauss, Hohlweg und verschiedenen anderen dic 
Hohe des Reststickstoffs (R-N) als MaB® der Niereninsuffizienz. 

Diese Tatsache hat vom klinischen Gesichtspunkte aus fiir Diagnose 
und Prognose damit die gréBte Bedeutung gewonnen, daB der Nachweis 
extrem hoher R-N-Werte (Jaksch) auf das Bestehen einer irreparabeln 
schwersten Niereninsuffizienz (azotamische, Retentions- oder echte 
Uramie nach Volhard-Strauss) schlieBen la8t. Wenn auch bei derartigi n 
Zustinden die Retention eine groBe, oft auch die wichtigste Rolle 
spielt, so haben doch neuere Untersuchungen gezeigt, daB die Retention 
nur eine der Komponenten darstellt, von welchen die Héhe des R-N 
abhangt, und daB auch andere pathologische Faktoren bei verschiedenen 
Krankheitszustinden den R-N-Spiegel beeinflussen kénnen. Dies gilt 
sowohl fiir die Faille extremster Azotimie als auch fir maBiggradige 
Schwankungen des R-N. 

Eine Erhéhung des R-N kann folgende Ursachen haben: 

1. Die Retention, die bekanntlich bei den verschiedensten Nieren- 
affektionen, aber auch bei Herzkrankheiten mit Hydrops und Stauungs- 
niere von Bedeutung ist. 

2. Die Mehrproduktion durch EiweiBzerfall. Solche findet sich 
bei Fieber (F. Wagner), Carcinom, parenteraler Eiwei8zufuhr usw., 
aber auch bei der echten Urimie. 

3. Die Wirkung extrarenaler Einfliisse, z. B. plétzliches Ein- 
strémen von Odemtranssudat aus den Geweben in die Blutbahn und 
MitreiBen von stickstoffhaltigen Substanzen aus der Odemfliissigkcit 
und den Geweben bei Nieren- und Herzkranken (Monakow, O. Klein). 

4. Die Kombination mehrerer der genannten Faktoren. Dies ist 
bei Nierenkranken 6fters der Fall, so im Stadium der Odemresorption, 
insbesondere aber bei der echten Urimie [H. Pribram und 0. Klein')]. 

Es sei hinzugefiigt, daB der unter Punkt 3 erwaihnte extrarenale 
Faktor in negativem Sinne wirken kann, indem bei bestehender Reten- 


1) H. Pribram und 0. Klein, Med. Klinik 1923, Nr. 23. 
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H. Pribram u. O. Klein: Reststickstoff. 






tion diese bei gleichzeitiger rapider Odembildung und dadurch bedingtem 
schnellen Austritt der retinierten stickstoffhaltigen Substanzen aus der 
Blutbahn in die Gewebe mit dem Odemtranssudat verdeckt werden 
kann. Dies kann sowohl bei Nieren- als auch insbesondere bei Herz- 
kranken der Fall sein (latente Retention, O. Klein). 

Es ist im gegebenen Falle nicht immer leicht, den Komplex der 
Einfliisse zu analysieren. Mehrjaihrige Beobachtungen haben uns 
gezeigt, da eine solche Analyse oft erméglicht ist durch Beriick- 
sichtigung’ des quantitativen Verhaltens der einzelnen Bestandteile 
des R-N und ihres Verhaltnisses zum Gesamt-R-N. Wir sind in der 
Weise vorgegangen, da wir 1. den Gesamt-R-N, 2. den Harnstoff 
bestimmten, 3. den Nichtharnstoffanteil des R-N berechneten, 4. den 
sogenannten Doppelstickstoff (D-N) (Hahn) ermittelten, welcher die 
Differenz der N-Werte der Filtrate nach Trichloressigsiure- und 
Phosphorwolframsaurefillung (Methodik s. weiter unten) darstellt+). 

Dieser D-N stellt somit eine Fraktion, d. h. ein Gemenge verschiedener 
stickstoffhaltiger Substanzen dar, unter welchen die h6hermolekularen Ei- 
weiBabbauprodukte, auf deren Bedeutung fiir die Entstehung der Urimie 
H.Pribram wiederholt hingewiesen hat, eine wichtige Rolle spielen dirften. 

Wir konnten bestimmte Gesichtspunkte dadurch gewinnen, dab 
wir das klinische Verhalten der Fille eingehendst beriicksichtigt haben 
(Verhalten der Herzkraft, Blutdruck, Bildung bzw. Resorption von 
Odemen, Wasserausscheidung, Nierenfunktion), da& wir ferner bei 
einer Reihe von Fallen mit Anderung des Krankheitsbildes wiederholte 
Untersuchungen angestellt haben, und daB wir neben der Bestimmung 
des R-N und seiner Fraktionen das Serum noch anderweitig untersucht 
haben (Refraktion, Cholesteringehalt usw.), Werte, die wir in den 
Tabellen nicht angefiihrt haben. 

In der tabellarischen Zusammenstellung der Faille haben wir der 
Ubersicht halber vier Gruppen unterschieden: 

1. Die Nieren- und Herzgesunden, 2. die Fille von unkompli- 
ziertem Herzfehler im Stadium der Dekompensation, 3. Nierenkranke 
mit und ohne Herzinsuffizienz, mit und ohne Odeme, mit geringer 
oder ohne Niereninsuffizienz, 4. Nierenkranke mit hochgradiger, ab- 
soluter Niereninsuffizienz (azotamische Uramie). 

Bei den Nieren- und Herzgesunden und bei einem groBen Teile der 
Nierenkranken, welche weder héhergradige Niereninsuffizienz, noch Odeme 
zeigten, war bei normalem R-N-Gehalt des Blutes der prozentuelle Anteil 
desselben an Harnstoff und D-N in gréBerem Ausmafe schwankend. 




































1) Da die Phosphorwolframsaure neben dem EiweiB noch eine Reihe 
anderer Stoffe fallt, so erhalt man durch die Differenz der Stickstoffwerte 
beider Filtrate den Stickstoffgehalt einer Fraktion, die nur durch Phosphor- 
wolframsaure, aber nicht durch Trichloressigsiure gefallt wird. 
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Die Griinde dieser Schwankungen sind zum Teil bekannt: ins. 
besondere spielt der EiweiBabbau bei einer groBen Zahl von Fiilley 
eine wichtige Rolle. Wie Hahn nachgewiesen hat und wir bereits jy 
einer friiheren Arbeit) bestitigen konnten, findet der erhéhte Eiwei(. 
abbau seinen Ausdruck in der Erhéhung jener Fraktion, die als D-N 
bezeichnet und bestimmt wurde. In unserer friiheren Mitteilung ist 
eine groBe Anzahl von Fallen mit erhéhtem D-N angefihrt, bei denen 
das Bestehen von EiweiBzerfall sichergestellt werden konnte (Gangriin, 
Carcinom, Fieber usw.). Wir verweisen diesbeziiglich auf unsere friihere 
Arbeit. Bei all diesen Fallen findet sich naturgemai8 bei hohem pro- 
zentualen Anteil des D-N am R-N eine prozentuale Zuriickdrangung 
des Harnstoffanteils am gesamten R-N. Als Beispiel diene hier Be- 
stimmung Nr. 6. (exulceriertes Uteruscarcinom), wo der Harnstoff- 
stickstoff (U+-N) nur 47 Proz. des R-N ausmacht. 

Andererseits sind bei Nierengesunden und Nierenkranken ohne 
Niereninsuffizienz nicht alle Griinde fiir die Schwankungen des relativen 
Anteils der einzelnen Komponenten am gesamten R-N bekannt; welcher 
Art sie sind, dariiber lassen sich nur Vermutungen anstellen, auf die 
hier nicht weiter eingegangen werden soll. Eine GesetzmaBigkeit lift 
sich vorlaufig nicht finden. 

Bei den hydropischen Herz- und Nierenkranken (zweite und 
dritte Gruppe der Tabelle) lieBen sich folgende GesetzmaBigkeiten 
feststellen. Im Stadium der Oligurie und Odembildung kann bei Nieren- 
und Herzkranken die fast stets vorhandene Retention mit oder ohne 
R-N-Erhéhung im Serum einhergehen (manifeste und latente Retention). 
In jedem Falle aber konnten wir eine Erhéhung des relativen Anteils 
des Ut+-N am gesamten R-N finden. Dies findet seine Erklarung darin, 
daB der Nichtharnstoff-N in héherem Mae in den Geweben fest- 
gehalten wird als der U+-N. Beispiele hierfiir sind unter den Nieren- 
kranken: Bestimmungen Nr. 29, 48, 60, 75, 86, 91, 99, 101, 109; unter 
den Herzkranken: Bestimmungen Nr. 14, 21, 27. : 

Bei Odemresorption sowohl bei Herz- als auch bei Nierenkranken 
konnten wir oft gleichzeitig mit der Abnahme der Serumrefraktion 
ein Sinken des relativen Harnstoffanteils des R-N finden und damit 
naturgemaB ein Ansteigen des relativen Anteils des Nichtharnstoff-N 
am R-N. Offenbar werden in solchen Fallen die im Stadium der Odem- 
bildung in den Geweben festgehaltenen Substanzen des R-N in das 
Serum eingeschwemmt. Da, wie bereits erwaihnt, im Stadium der 
Odembildung die Nichtharnstofffraktion des R-N in héherem Mae 
als der Harnstoff in den Geweben festgehalten wird, ist es begreiflich, 


1) H. Pribram und O. Klein, Acta medica scandinavica 58, Fasc. II 
bis ITI, S. 123, 1923. 
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daB dieselben Substanzen bei der Odemresorption in das Blut ein- 
geschwemmt, zueiner Erhéhung des Nichtharnstoffanteils des R-N fiihren. 
Dazu kommt noch, daB der Harnstoff zu den leicht diffusibeln harn- 
fahigen Substanzen gehért, dessen Ausscheidung relativ leicht erfolgt'). 

Beispiele hierfiir sind folgende Faille im Stadium der Odementwisse- 
rung: Bestimmungen Nr. 11, 16, 26, 34, 46, 47, 55, 56, 62, 77, 84, 92. 

Bei der Niereninsuffizienz haben wir in unserer friiheren Arbeit 
zwei Stadien unterschieden: a) Das Stadium der reinen Retention 
mit Anstieg des R-N und U+-N, bei hohem relativen Anteil des letzteren 
am ersteren. Der D-N wurde fast stets niedrig gefunden. 

Klinisch fehlen in diesem Stadium jedwede Symptome einer 
manifesten Uraimie, und es sind nur praurimische Symptome, wie 
Mattigkeit, dyspeptische Beschwerden und dergleichen vorhanden. 

b) Das zweite Stadium, wo zur Retention noch der Eiweifzerfall 
hinzutritt, ja sogar in den Vordergrund treten kann. Hier finden wir 
das ausgeprigte Symptomenbild der echten Uramie, die wohl mit 
Berechtigung als EiweiBzerfallstoxikose aufzufassen ist (groBe Atmung, 
subnormale Temperatur, Muskelzucken, Diarrhéen, Erbrechen, Som- 
nolenz, schlieBlich Coma). Der R-N zeigt hier die extremsten Werte, 
der. Harnstoffanteil desselben tritt auch bei absolut hohem Werte 
prozentuell gegeniiber dem Nichtharnstoff-N in den Hintergrund. 
Dagegen ist der D-N meist absolut und prozentual sehr erhdéht. 

Offenbar diirfte es sich hier um die Vermehrung hochmolekularer 
toxischer EiweiBabbauprodukte handeln, auf deren Bedeutung fiir die 
Genese der Uramie, wie schon erwahnt, der eine von uns (H. Pribram) 
auf Grund chemischer und tierexperimenteller Untersuchungen hin- 
gewiesen hat. Bei den hier angefiihrten Fallen von echter Uramie 
finden sich solche, bei denen die genannten beiden Stadien in ihrer 
zeitlichen Aufeinanderfolge deutlich ersichtlich sind, wahrend bei 
anderen nur das eine oder das andere Stadium im Zeitpunkte der 
Untersuchung getroffen werden konnte. -« 

Beispiele fiir reine Retention: Bestimmungen Nr. 129, 132, 136, 
140; fiir Retention und Ejiwei8zerfall: Bestimmungen Nr. 133, 134, 
135, 137, 142, 144, 145; dabei konnten bei drei Fallen die Bestimmungen 
sowohl im ersten als auch im zweiten Stadium vorgenommen werden 
(Nr. 132 und 133, 136 und 137, 140 und 142). 

Zur Methodik sei kurz folgendes bemerkt. Die Untersuchungen 
wurden an Patienten vorgenommen, welche andauernd unter eiweif- 
armer Nahrung standen. Das Blut wurde durch Venaipunktion in den 


1) Im Einklang damit steht unser seinerzeitiger Befund einer Erhéhung 
des D-N im Stadium der Odemresorption. Damit kénnten die bisweilen 
klinisch in Erscheinung tretenden toxischen Erscheinungen bei schneller 
Odemresorption in Zusammenhang stehen. 
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Morgenstunden, ohne daB eine EiweiBzufuhr vorangegangen war, ent 
nommen. Die N-Bestimmungen wurden stets mit mindestens einer 
Kontrolle vorgenommen und bei nicht ganz gut ibereinstimmenden 
Werten 6fters wiederholt. Der R-N wurde nach Trichloressigsiure- 
fallung des Serums mit der Halbmikromethode, welche auch Hahn 
verwendet hat, bestimmt. Das Filtrat wurde stets vor der weiteren 
Verarbeitung mit Sulfosalicylsiure auf seine Eiwei®freiheit gepriift. 
Letzteres ist unbedingt notwendig, da es sich herausgestellt hat, da} 
bei Verwendung einer stets gleich groBen Menge von Trichloressigsiure 
bei verschieden eiweiBreichen Seren die EnteiweiBung nicht immer 
vollstandig gelingt. Wir haben deshalb die sonst allgemein iibliche 
Methode der EiweifBfaillung folgendermaBen modifiziert. Zuerst wurde 
durch Refraktometrie der annihernde Eiwei®gehalt des Serums er- 
mittelt und danach die zur EnteiweiBung notwendige Menge von 
Trichloressigsiure als Fallungsmittel hinzugefiigt. Wir haben zu diesem 
Behufe vorher eine Serie von EnteiweiBungsversuchen gemacht und 
auf diese Weise empirisch die bei einem bestimmten EiweiSgehalt 
des Serums zur vollstandigen EnteiweiBung jeweils notwendige Menge 
des Fallungsmittels eruiert. Es ergab sich, daB sowohl bei Verwendung 
von zu wenig als auch von zu viel Trichloressigsiure die Enteiwei®ung 
nicht vollstandig gelingt. Dies machte sich besonders bei Seren mit 
geringem EiweiBgehalt (Hydramie) geltend, bei denen die EnteiweiBung 
nur bei einer ganz bestimmten Menge des Fiallungsmittels komplett 
war, wahrend bei héherem Eiweif®gehalt die Dosierungsbreite des 
Fallungsmittels zur Erreichung vollstaindiger EnteiweiBung viel gréBer 
war. Diese Tatsache erscheint uns nicht unwichtig und sollte stets 
tiberall dort, wo es, wie bei R-N-Bestimmungen, auf vollstandige 
EnteiweiBung ankommt, beriicksichtigt werden. Die empirisch ge- 
fundene EnteiweiBungsskala soll gelegentlich an anderer Stelle mit- 
geteilt werden. 

Zur Ermittlung des Doppelstickstoffs wurde auBer der Bestimmung 
des Stickstoffs im Filtrate nach Trichloressigséurefallung noch der Stickstoff 
des Filtrats nach Phosphorwolframsaurefaillung ermittelt und die Differenz 
beider als Doppelstickstoff nach Hahn bezeichnet. Auch bei der Phosphor- 
wolframsaurefallung ergab es sich als notwendig, die Menge des Fallungs- 
mittels nach dem vorher ermittelten EiweiBgehalte des Serums zu modi- 
fizieren. Das Phosphorwolframséurereagens war nach den Angaben von 
Hahn dargestellt. Leider konnten wir nur bei einer beschrankten Zahl 
von Fallen den Doppelstickstoff bestimmen, da uns nur eine Zeitlang ein 
geeignetes Phosphorwolframsaurereagens zur Verfiigung stand. Der Harn- 
stoff wurde mit der Sojabohnen-(Urease-)methode bestimmt (Marshail- 
Slyke-Eigenberger). Das Ferment wurde auf seine Leistungsfahigkeit wieder- 
holt gepriift. Harnstofflésungen von bestimmter Konzentration ergaben 
eine Ausbeute von 95 Proz. Bei allen vorgenommenen Bestimmungen 
(R-N, U+-N, D-N) wurde der durch Leerbestimmung ermittelte Gehalt 
der Reagenzien an N bzw. NH, beriicksichtigt. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Héhe des R-N-Spiegels des Blutes ist abhangig von einer 
2eijhe verschiedener Einfliisse, die zum Teil ermittelt werden kénnen, 
wenn man den prozentualen Anteil des Harnstoffs bzw. des Nicht- 
harnstoffs am gesamten R-N beriicksichtigt. 

2. In der Nichtharnstofffraktion des R-N ist die nach Hahn als 
D-N bezeichnete Fraktion (Differenz der N-Gehalte der Filtrate nach 
Trichloressigsiure- und Phosphorwolframsiurefallung) enthalten, der 
anscheinend eine fiir die Pathologie wesentliche Bedeutung zukommt. 
Diese Fraktion enthalt wahrscheinlich unter anderem den Stickstoff 
hochmolekularer EiweiBabbauprodukte und kann daher als Ma des 
EiweiBzerfalles gelten. 

3. Beim Normalen, beim Herz- und Nierengesunden ist der relative 
Anteil der erwaihnten Fraktion am ges¢mten R-N in groBer Breite 
schwankend. Bei erhéhtem Eiweifzerfall (Fieber, Carcinom, Gewebs- 
einschmelzung, Gangrin usw.) pflegt in der Regel der prozentuale 
Anteil des U+-N am R-N in den Hintergrund gedrangt zu werden, 
wahrend die Werte fiir den D-N relativ hoch sind. 

4. Sowohl bei Nieren- als auch bei hydropischen Herzkranken 
findet sich im Stadium der Oligurie und Odembildung ein relativer 
Anstieg des Harnstoffanteils des R-N. Letzteres kann als Indikator 
fir bestehende Retention gelten. 

5. Im Stadium der Odementwasserung und Polyurie sinkt der 
relative Harnstoffanteil des R-N unter relativem Anstieg der Nicht- 
harnstofffraktion und des D-N ab. 

6. Bei der Niereninsuffizienz steigt mit fortschreitender Retention 
der relative Anteil des Harnstoffs am R-N wesentlich an. Im Terminal- 
stadium bei extremster Niereninsuffizienz (azotaimische Uramie) wird 
der Harnstoffanteil des R-N durch den Nichtharnstoffanteil zuriick- 
gedringt; in diesem Stadium ist auch der D-N sehr hoch. Der Gesamt- 
R-N kann schon im ersten Stadium extrem hohe Werte zeigen, im 
zweiten Stadium pflegt er allerdings in der Regel noch etwas anzu- 
steigen. Klinisch finden sich im ersten Stadium (Stadium der reinen 
Retention) meist nur praurimische Symptome, wahrend im zweiten 
Stadium (Retention und Eiweifzerfall) die manifesten Symptome der 
azotamischen Uraimie (Coma und dergleichen) vorliegen. 

7. Methodisch von Wichtigkeit ist es, bei Bestimmungen des R-N 
und seiner Fraktionen zuvérderst den EiweiBgehalt des Serums zu 
ermitteln, je nach der Héhe desselben die Menge des Fallungsmittels 
entsprechend zu modifizieren und sich jedesmal von der vollstindigen 
KiweiBfreiheit des Filtrats zu iberzeugen. 
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Ubersicht iiber die untersuchten Fille. 





Proz.d.R«N 


Diagnose Datum!) R«N_) Ut+-N |DsN Bemerkungen 


Ut.N| D-N 
Proz. | Proz. 


I. Herz- und Nierengesunde. 


P.. _ — 18 -- 
I, Poly cythamie 1.V. | 30,6 22,4 
8.9 Iridocyclitis 4.V. | 22,4 182 
B.9 Typhus abdom. ~ 38,8 47 
ico, Gravid. 
0.2 Ikterus, Carcin. 13, VI. || 28,29 
12. VI. || 69,3 


Normalfall 
Fieber, Oligurie, 
keine Odeme 
| Oligurie, 
eringe Odeme 


hepatis 
Odeme stark 


M. Anamie, Ca ut. 

Infiltr. d. Ureter 
J.2 Diabetes insip. 8. VI. Polyurie, 

ues | keine Odeme 
K. | Hemiplegie Dia- 7. VII. Harnmenge normal 
betes mell. r 
K.g || Acromegalie 
K.4@ Diabetes mell. 


Oligurie, Odeme 
Keine Acidose, keine 
Odeme 


7. X. 
9. VIL 


II. Reine Herzkranke. 


18, IV. || 23 12,88 Polyurie, Odeme im 
| Abnehmen 
Polyurie, Odeme im 
Abnehmen 
Starke zunehmende 
Oligurie u. Odeme, 
Sekt.»Bef.: 17. V. 
— Myodeg 
} Stauun, _ 
| Oligurie, 
Sekt.-Bef.: 26. v. ~ 
suff. et sten. valv. 
mitralis, Embolie 
cereb. Hemiplegie, 
Stauungsniere 
Odeme, Harnmenge 
normal, Odement:- 
leerung 
Odeme, Oligurie 


Odeme, Olligurie 
starker,Sekt.-Bef.: 
4. VIL eokeabe 

ss pr ry 
oc e Oligurie 
Sekt:. Bef 15. VI. 
i] Mesaort. luica, 
Stauungsniere 
Z. || Vitium cord. aort. _ Hees iets eee 
et mitralis, Lues t.-Be VI 
arg Ba 
Stauungsniere 


M.¢ || Insuffizienz et sten. 
valv. mitralis H 
M.@ Insuff. et sten.valv. || 23. 1V. | 26 15,96 
i mitr., Dekom 04 
M.@ | Myodeg. cord., 5. V. 135: | 20 
physem | 


M.@ || Myodeg. cord.,Ems|) 9. V. 8 | 40,6 
physem 
B.¢ vitivm cord. (Ins Ewe , 22,4 
suffizienz et sten. | 
mitralis) 


Kyphoskoliose In-| 18. V. || 39,2 | 168 
suffizienz cord. 


|| Kyphoskoliose Ins) 12. VI. |; 33,9 20,6 _ 


||  suffizienz cord. 
| Kyphoskoliose Ins 


28,028 | 7,71 
suffizienz cord. | 


3. VII.) 48,81, 

i i| | 

Zz. Vitium cord. aort.. 15. VI.) 59,53) 27,11 - 
et mitralis, Lues 








21 | 
22 


24 


25 jj 


Sch. g 


U.g 


K.3 
K.3 


| Vitium cord. 

||  Cirrh. bepatis 
Insuffizienz valv. 

i mitralis et aort. 

|| et Endocarditis 

|| lenta 

|| Endocarditis The. 
mil. acuta, 
Stauungsniere 


| 


Myodegen. cord. 


| Myodegen. cord. 


18. IV. 
8.V. 


32,2 
42 


Oligurie, Odeme, 
Ascites 


| Einsetzende Diurese, 


deme 


Odeme,maB.Oligurie, 
Herzschwiche, 
Sekt.sBef.: Endo: 
carditis, miliare 
Tuberkulose 


|, Oligurie, machtiger 


ydrops univ. 
Oligurie 





‘mal 


€ 


keine 


Reststickstoff. 


Il. Reine Herzkranke, (Fortsetzung.) 





Proz.d.R«N 


Diagnose Datum) R-N | U+sN D-N Bemerkungen 


U+sN| DN 
Proz. | Proz. 


Myodegen. cord. 7. Ve He 51 — Harnflut (>11),starke 
K6rpergewichts« 
abnahme 

Myodegen. cord. J q 86 Starke Oligurie, 
Gewichtszunahme, 
Sekt.-Bef.: 30. V. 
Myomalacia cordis, 
Stauungsniere, 
Coronarsklerose 


III. Nierenkranke mit oder ohne Herzinsuffizienz. 


Maligne Nephros| 12.X. | 61 19 - 31 Harnmenge normal, 

sklerose, Ca. ventr. keine Odeme 

Enzephalomal., 

Niereninsuffizienz, 

Hyposthenurie 

Maligne Nephro- | 71, ' 2 - Haramenge gering, 

sklerose, Ca. ventr. keine Odeme 

Enzephalomal., 

Niereninsuffizienz, 

Hyposthenurie 

Maligne Nephro- . IV. , , ; Harnmenge normal, 

sklerose, Ca. ventr. keine Odeme 

Enzephalomal., 

Niereninsuffizienz, | 

Hyposthenurie 

Maligne Nephro-| 5.V. | 72, r k Harnmenge erhdéht, 

sklerose, Ca. ventr. keine Odeme 

Enzephalomal., 

Niereninsuffizienz, 

Hyposthenurie 

Maligne Nephros UN. ey 51, Harnmenge reichlich, 

sklerose, Ca. ventr. keine Odeme, lange 

Enzephalomal., andauernde_ _Ent- 

Niereninsuffizienz, wasserung 

Hy posthenurie 

Nepheosklorese, y ae 3, - — Oligurie, starke 

Insuff. aortae, Lues deme 

Nephrosklerose, : ; Harnmenge normal, 

Insuff. aortae, Lues stark.Odeme, Sekt.- 
Bef.:4. XII. Nephros 
sklerose, Endocar: 
ditis, Insuffizienz 
aortae 

Nephrose, Lues - - KeineOdeme,Diurese 
normal 

Nephrose, Lues A - 

Nephrosklerose ; Keine Odeme 

Nephrosklerose 

Nephrosklerose ; 

Nephrose - - Oligurie, machtige 


d 
deme 
Nephritis chron., - : _ - KeineOdeme,normale 
Gravid. Harnmenge 
Nephrosklerose ; — Odeme 
Nephrosklerose — - Odeme 
Nephritis chron.  P 2 HochgradigeOligurie, 
Odeme 
Nephrosklerose , We y Polyurie, Odem: 
22 resorption 
Nephrosklerose , Ht. || 5! 5 - Polyurie, Odem: « 
1 resorption, starke 
Gewichtsabnahme 
Nephrosklerose Sa ! } Hoch —_ oe. 
hochgrad. Odeme, 
Gewichtszunahme 


32° 


eme 
Nephrose - - Oligurie, machtige 
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III. Nierenkranke mit oder ohne onsite oie (Fortsetzung. ) 


ag d. R-N 
Diagnose Datum | R-N | U+sN DeN U+.N| DéN Bemerkungen 


Proz. | Proz. 


Nephrosklerose 26. V. || 36, 3, 92 Leichter Diuresean- 
stieg, Odeme, 
ringe Gewichts 

abnahme 

Nephritis subac. VI. |} Harnmenge norma! 
geringe Odeme 

Nephritis chron. . IX, Leichte Odeme, 
Polyurie 

Nephritis chron. HE : 8 : Leichte Odeme, 
Polyurie 

Nephritis chron. 8. V. 36, ‘ Polyurie, kein. Odeme 

Nephritis chron. 

Nephritis chron. - 5, hs ; Refraktion 52, be: 

| ginnende Odem 
resorption, Harn: 
menge __reichlich 
Odeme, K6rperge: 
wicht : 91,3 kg 
Nephritis chron. 8. 1V. : ,66|) 37 7,8 | Harnmenge reichlich, 
| deme fast ge: 
schwunden, Kor 
| } | pergew.: 75,700 ky 

Nephritis acut. }| 16, IIT. |) 50, : — || 5§ Polyurie, Odem- 

| | } resorption 

Nephritis acut. . IV. || 30, ‘ 3, 5,1; Harnmenge normal, 

| |} keine Odeme 

Nephritis acut. . VI. || 34, 25, — by - Harnmenge normal, 

| | keine Odeme 

Nephritis acut. i. | 7 7 — |100 Anurie,keine Urimie, 

Ht leichte Odeme 
Nephritis acut. | 24.11 |} — i _ = | Polyurie, Odeme im 
| \| Schwinden,  Ge- 
| 4| | __ wichtsabnahm. 7 kg 

Nephritis acut. TV. | 19, 88 | 4,62)) 64,82 || Harnmenge normal, 

| | keine Odeme 

Nephritis acut. we V6 ,2 I } | Harnmenge leicht 

| ! || _ erhéht 
Maligne Nephro- - i| a — || 82,2 — || Harnmenge normal, 
sklerose | | keine Odeme 
| | | Retinitis albumi- 
| i} I ||  nurica 
|| Maligne Nephros — | 115 || || Oligurie, Odeme 
sklerose, Aneur. i} | | 
aortae, Lues } | 
|| Nephritis, Insuff. VIII. || i Harnmenge normal, 
|| valv. mitralis i} HI | keine Odeme 
|| Nephrosklerose, | 7: \28 || Harnmenge normal 
|| Emphysema pulm. i| 
|| Nephritis acut. 8. ITI. |} ! i} Odeme, Oligurie 
|| Nephrosklerose — | | } 
|| Nephrosklerose | — | | Polyurie, kein.Odeme 
|| Nephrose | : Oligurie, starke 
| | deme, Odem- 
| i} HT resorption 
|| Nephritis chron. H _ Pome] Leichte Odeme 
|| Nephrosklerose, | ) Ui i} | 5,5|| Harnmenge normal 
Tabes. Mesaort. 





| luica | HT | 
|| Nephrosklerose, || 17. IV. || 24,5 | 11,2 | 45, en normal 
|| Arteriosklerose, H i 
| Diabetes mell. i 
|| Nephrosklerose, - VI. || 35,28 | 28,8 
|| Arteriosklerose, Ht 
| 
| | 
| 
| 


Diabetes mell. || | 
P.¢ || Nephrosklerose, || 17. IV. | 27,5 | 
| Insuffizienz cord. || I 


Hashardge Ofiewre. 
kt.-Be VIL 


Pancreasatrophie, 
Arteriosklerose der 
tipher. Arterien, 
uberc. pulm. 
Oli cond Sodpulie. 














17,5 





} 
| ne ly 
| 
| 





rma! 
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III. Nierenkranke mit oder ohne Herzinsuffizienz. 


Reststickstoff. 
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(Fortsetzung. ) 





I] Sch. ¢ || 








Diagnose 


Nephrosklerose, 
Insuffizienz cord. 
Nephrosklerose 


Nephrosklerose 


Maligne Nephro- 
sklerose, Lues 
Nephritis chron., 
Vitium cord. 
Nephritis chron, 
Vitium cord. 
Nephrosklerose, 
Gangraena pedis 


Nephrosklerose, 
Insuffizienz aortae,| 
Lues aortae 

Nephrosklerose, 
Insuffizienz aortae, 
Lues aortae 

Nephrosklerose, 
Insuffizienz aortae, | 
Lues aortae | 


|| Nephrosklerose 
|| Nephrosklerose 


|| Nephritis chron, 


|| Nephrosklerose 


i Nephrosklerose 


| Nephrosklerose 


ee 
oS | 
4 
‘ch. 2 


I} 
Cc. || 


C.2 || 
} 


P.g || 


ty} 
St 4 
V.9 | 
St.2 || 


Nephrosklerose, 
Alkoholismus 
Nephrosklerose, 

Vitium cord. 
Nephrosklerose, 
Pneumonie 


|| Nephritis chron. 


Nephritis chron. 


|| Nephritis chron. 
| Nephrosklerose, 


Vitium cord. 
Nephrosklerose, 
Vitium cord. 
Nephrosklerose, 

Hemiplegie 
Nephrosklerose, 

Hemiplegie 
Nephrosklerose, 

Hemiplegie 


Nepbrosklerose 
Nephrosklerose 


Nephrosklerose, 
Insuff.valv. mitralis 


Proz.d.R«N 


Datum R-N | U+-N DsN 


U+.N| DeN 


Proz. | Proz. 


19. IV. || 53 ‘ - || 62 
18. IV. 
30. IV. 
19, TIT. 
20. IV. 
1. VI. 
28. IV. 


Bemerkungen 


Anstieg der Diurese 


Oligurie, 
leichte Odeme 
Diurese reichlich, 
Odeme i. Riickgang 
Polyurie, Odeme 
gering 
Keine Odeme 


Keine Odeme, Harn- 
menge normal 

Oligurie, Odeme, 
Sekt.-Bef.. 11. V. 
Nephrosklerose, 
Leberatrophie 

Einsetzende Polyurie, 
Odeme 


Diurese geringer, 
Gewicht gleich 


Oligurie, Gewichts- 
zunahme 


Keine Odeme 
Harnmenge normal, 
keine Odeme 
Harnmenge normal, 
keine Odeme 
Ma®iggrad. Hydrops, 
Odemresorption, 
Polyurie 
Harnmenge __ gering, 
Zunahme des Hy- 
drops 
Harnmenge reichlich, 
Odementwasse- 
rung, Sekt.-Bef.: 
13. VII. Maligne 
Nephrosklerose, 
Coronarsklerose 
Viel Harn, keine 
Odeme 
MaBige Oligurie, 
leichte Odeme 
Oligurie, Odeme, 
Sekt.+Bef.: 3. V. 
Nephrosklerose, 
Pneumonie 
Polyurie, kein. Odeme 
Polyurie, kein. Odeme 
Polyurie, kein. Odeme 
Odeme, Oligurie 


Polyurie, Odems 
resorption 

Hochgradige Oligurie, 
mabige Odeme 

Reichliche Diurese, 
keine Odeme 

Leichte Odeme, 
Polyurie, Odem- 
resorption 

Keine Odeme, gute 
Nierenfunktion, 
Harnmenge normal 

Normalfall 

Gering. Herabsetzung 
der Harnmenge 
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III. Nierenkranke mit oder ohne Herzinsuffizienz. (Fortsetzung.) 





Proz.d.RsN 


Fall Diagnose Datum R-«N- U+sN DsN Bemerkungen 


U+:N| DN 
Proz. 











Nephrosklerose, 2.VIl. 
Insuff.valv. mitralis 


Nephritis acut. 4. VI. 


Nephrosklerose 8. VI. 
Nephritis chron. . VI. 


Nephritis chron. 


Nephrosklerose, . VI 
Coronarsklerose 
| Angiospasmen 5. VI. 


Nephritis acut. 13. VI. 
Nephrosklerose, . VI. 
Tab. dors. 
|| Nephrosklerose - VI. || 
|| Nephrosklerose . Vi. 


Nephrosklerose, || 6. VI.) 
Hemiplegie {| 

Nephrosklerose, . VI. || 37, 
Hemiplegie \| i} 

HT capone erose . VI. 2 

|| Nephrosklerose, || 19. VI. || 44,69 

|| Hamorrhagia | 

|| cerebri HI 

|| Nephrosklerose, || 25. VI. | 

| H Hamorrhagia 
cerebri 
Nephrosklerose, 
Hamorrhagia i} 

|| cerebri | i| 

|| Nephrosklerose, || 7. VII. | 97,22 | 
Hamorrhagia 
cerebri 
Nephritis chron. 
Nephrosklerose, 
Hemiplegie 
Nephrose, 
Acromegalie 
Nephritis chron. 


2. VII,91,34 


65,66 
| 30. vi. || 502 25,9 
—  |}28.201)  — | 

2.VIl.| 38 16,28 | — 

| 

3. 837 45,668) — 

| 


IV. Nierenkranke mit hochgradiger Niereninsuffizienz 
(echte Urdmie). 


Nephritis subacut, || 22. XII. || 209,5 
prauramisch | i 
| 
} i 
Nephritis subacut, \| 21. IIT. || 159 
Krampfuramie und 
echte Uramie 


hritis chron., 
cate 9 Schrumpf 
pts 
Nephritis chron., 
‘| sekund. Schrumpf- 
niere 
Nephritis chron., 
|| sekund. Schrumpf- 
i niere, Coma 





| 
5.V.22,|| 147 
10. 1. 


14. 1. 


1 


| 76,2 | 
85,6 


62 


Proz. 


Gewichtsabnahme, 
Polyurie 

Keine Odeme, Harm, 
menge normal 

Le.chte Odeme 

Leichte Odeme, 
Oligurie 

Kein.Odeme,Polyuric 
(Hyposthenurie) 

Leichte Odeme, Poly: 
urie, Entwasserung 

Keine Odeme, keine 
Oligurie 

Leichte Odeme 

Harnmenge normal, 
keine Odeme 


Harnmenge normal, 


keine Odeme 
Harnmenge normal, 
keine Odeme 
Harnmenge normal, 
keine Odeme 
Keine Odeme 
Oligurie, geringe 
deme 


Oli a. geringe 
deme 


Oligurie, geringe 
tems 


| Oligurie, geringe 


deme 


| Oligurie,keineOdeme 
4 | Gute Nierenfunktion, 


keine Odeme 


Odeme,keineOligurie 


| 
| 


| 
j 


| 13,6 1 


Harnmenge normal, 
keine Odeme, 
Niereninsuffizienz 


Odeme,stark.Oligurie 
Sekt..Bef.: GroBe 
weiBe Niere, sub- 
acut, Nephritis mit 
Blutungen 

Oligurie, Odeme, 
Sekt.sBef.: 22. III. 
Nephritis subacut, 
bunte Niere 

Polyurie, 
keine Odeme 


| Oli urie, hochgradig, 
Mattgker Root 

Oligurie hochgradig, 
KuB8maulsches 
Atmen,Coma,Sekt.- 
Bef.: 17.1. Sekund. 
Schrumpfniere (RN 


1920, Marz 112, 
1920 3. V. 90) 
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1V. Nierenkranke mit hochgradiger Niereninsuffizienz (echte Urdmie). 
(Fortsetzung. ) 


eine 


‘mal, 


‘mal, 
mal, 


mal, 





Diagnose 


Nephritis acut., 


Krampfuramie und 
echte Uramie 
Nephrosklerose, 
echt.Uramie,Koma 
‘Tuberk. der Nieren 
Tuberk der Nieren 
Anurie, Schrumpf- 
niere,echte Uramie 
Nephritis acut. 


Nephritis chron., 
Vitium cord., 
Aorteninsuffiz.) 
ephritis chron., 
Vitium cord., 
(Aorteninsuffiz.) 

Nephritis chron., 
Vitium cord., 
(Uramie) 


Amyloidschrumpf- 
niere, Tuberc.pulm. 

Amyloidschrumpf- 
niere, Tuberc.pulm. 


Echte Uramie 


' Datum 


R:N 


Proz.d.RsN 


Ut.N DsN U+.N D-N 


Proz. | Proz. 


4 


| 128,8 


138,6 
147 
120,4 


Bemerkungen 


Oligurie, seer 
deme, starke 
Hypertonie 
Sekt.-Bef.: 8. I. 
Nephrosklerose 
Oligurie.keineOdeme 
Coma, echte Uramie 


Keine Uramie, Olig 
urie, leichte Odeme 

Oligurie maBig, 
Odeme gering, 
Niereninsuffizienz 

Leichter Diurese- 
anstieg, Odeme 


geringer 
HochgradigeOligurie, 
deme starker, 
Coma, Sckt.-Bef.: 
19. V..Glatte 
Schrumpfn‘ere, Ins 
suffizienz d. Aorta 
mitralis u. Myodeg. 
cordis, Anamie 
Harnmenge normal, 
geringe Odeme 
Anurie,Odeme stark., 
Sekt.-Bef.: 3. VII. 
Amyloidschrumpf- 
niere, Tuberc.pulm., 
Niereninsuffizienz 
Sekt.«Bef.: 25. VI. 
Tuberkulose der 
Niere 











Untersuchungen iiber die Wirkung des Thyroxins. 


III. Mitteilung. 


Ober die Zerstérung der spezifischen Wirkung des Thyroxins 
durch die Einwirkung von Blut in vivo und in vitro‘). 


Von 
Benno Romeis. 
(Aus dem histologisch-embryologischen Institut der Universitat Miinchen. ) 
(Eingegangen am 30. Juli 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


In vorausgehenden Untersuchungen?) erbrachte ich den Nachweis, 
daf} das Thyroxin auch in sehr starker Verdiinnung bei Froschlarven 
noch die charakteristischen, unter der Bezeichnung_,,Schilddriisen- 
effekt** zusammenzufassenden Verinderungen hervorruft. Die Grenz- 
dosis, bei der der typische Symptomenkomplex zum Vorschein kommt, 
wird unter anderem nicht nur durch die Héhe der Konzentration, 
sondern auch durch die Zahl der Einwirkungen, die Zahl der Tiere, 
wie die zur Verwendung kommende Fliissigkeitsmenge bestimmt. Bei 
einer Konzentration von 1: 100000000 l4Bt sich der Schilddriisen- 
affekt durch die drei- bis viermalige 24stiindige Einwirkung von je 
500 cem Lésung erzielen. Konzentrationen von 1: 1000000 __ bis 
1 : 30000000 haben auch nach einmaliger, 24- bis 48stiindiger Ein- 
wirkung die typischen Verianderungen zur Folge. Eine sich in physio- 
logischen Grenzen haltende Reizwirkung la8t sich bei dauernder Ein- 
wirkung der Lésungen selbst bei einem Verdiinnungsgrad von 
1 : 5000000000 deutlich beobachten. Nach diesen Feststellungen war 
es naheliegend, den Kaulquappenversuch gewissermaBen als biologischen 
Indikator fiir die Anwesenheit von Thyroxin zu benutzen um mit 
seiner Hilfe die Frage zu untersuchen, wie lange sich das Thyroxin 
nach intravenéser Injektion im Blute noch nachweisen laBt. Es liegt 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft Deutscher 
Wissenschaft. 

*) B. Romeis, Klin. Wochenschr., Jahrg. 1, Nr. 25, 1922; diese Zeitschr. 
141, 121, 1923. 
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auf der Hand, daB diese biologische Methode chemischen Methoden, 
die etwa auf dem Jodnachweis fuBen, weitaus iiberlegen ist, zumal 
zurzeit noch keine charakteristische chemische Reaktion von ent- 
sprechender Feinheit zum Nachweis des Thyroxins bekannt ist. 

Zunichst sei in kurz gedrangter Form ein Auszug aus den Versuchs- 
protokollen gegeben. 


Versuch 588. 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials. 

Zwei ziemlich gleich groBen minnlichen Kaninchen des gleichenWurfes 
(Nr. 1: 900g; Nr. 2: 930g) werden am 29. Mai 1922 10 Uhr vormittags 
in leichter Athernarkose je 1 mg Thyroxin in die linke Herzkammer ein- 
gespritzt. Ein drittes Tier des gleichen Wurfes (Nr. 3: 950g) dient als 
Kontrolle. Das Thyroxin wird zur Injektion in je 10 ccm einer 0,9proz. 
sterilen Kochsalzlésung durch Zusatz einiger Tropfen einer n/10 NaOH 
klar gelést. Wiahrend der Injektion tritt nach etwa 4 cem Zunahme der Puls- 
und Atemfrequenz ein, die jedoch nach 5 bis 10 Minuten wieder abklingt. 
Kurze Zeit nach der Injektion zeigen die Tiere, die bald aus der Narkose 
erwachen, wieder normales Verhalten. Nach Ablauf von 5 Stunden, wihrend 
welcher das Tier zur Gewinnung des Urins zweimal katheterisiert wird, 
wird bei Kaninchen Nr. 1 in Athernarkose die Art. carotis com. sin. freigelegt, 
peripher unterbunden, zentral abgeklemmt, dann durchschnitten und zur 
sterilen Entnahme von 2 x 10 ccm Blut geéffnet (Blutprobe Nr. 1). Es 
fallt auf, daB das Blut sehr rasch gerinnt. Nach Abbinden der Arterie 
Verschlu8 der Wunde durch Naht. Hierauf wird das Tier nochmals katheteri- 
siert, die gewonnenen Urinproben werden vereinigt (Urinprobe Nr. 1). Eine 
halbe Stunde nach der Blutentnahme stirbt das Tier, anscheinend infolge 
zu starken Blutverlustes. Bei der Sektion ergeben sich auBer starker Animie 
der Organe keine Veranderungen. Leber, Gallenblase und Milz werden 
fiir den nachfolgenden Versuch entnommen. 

Am 30. Mai 1922 werden 24 Stunden nach der Injektion in gleicher 
Weise dem Kaninchen Nr. 2 aus der Art. carot. 12cem Blut abgezapft 
(Blutprobe Nr. 2), ebenso Urin (Urinprobe Nr. 2). Kurze Zeit nach der 
Operation ist das Tier wieder munter. Es stirbt 14 Tage spiater (14. Juni) 
plétzlich ohne erkennbare Ursache. Das Gewicht ist nicht wesentlich ver- 
iindert (920 g). Die Wunde ist per primam vernarbt. Die Organe der Brust- 
héhle zeigen keine Verinderung; nur die Thymus ist auffallend stark 
reduziert. Das Bauchfell ist von normaler Beschaffenheit, ebenso Darm- 
und Urogenitaltraktus. Die Milz ist sehr klein, die Leber dunkel gefirbt. 
Die Nebennieren erscheinen etwas schlaff. 

Auch dem zur Kontrolle dienenden Kaninchen Nr. 3 werden am 
30. Mai 1922 in obiger Weise aus der Halsschlagader 12 cem Blut und aus 
der Harnblase Urin entnommen. Es iibersteht den Eingriff ohne Folge- 
erscheinungen (Blutprobe Nr. 3; Urinprobe Nr. 3). 


B. Ausfiihrung des Versuches. 
Versuchstiere: Rana temporaria-Larven aus einem am 14. April 1922 
abgelegten Laichballen. 
Beginn des Versuches: 29. bzw. 30. Mai 1922. Alter der Tiere 45 bzw. 
46 Tage. 
DurchschnittsgréBe: Gesamtlinge 25 mm; Rumpflange 9,5 mm; Rumpf- 
breite 6,3 mm. 
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Entwicklungsstadium: kraftige, vollentwickelte Larven mit 1 bis 1,5 mi, 
langen Extremitatenanlagen. 

Anzahl der Tiere: 10 Gruppen zu je 10 Kaulquappen. Wassermenge 
in den einzelnen Schalen: 500 ccm. 


Versuchsanordnung. 
Gruppe a: Kontrolle. 
es b: Thyroxin 1: 10000000. 
ad ce: Blutprobe Nr.1 10ccm 
oe d: Urinprobe Nr. 1 
cs e: Leber mit Gallenblase 
st f: Milz 


Dazu kommen am 30. Mai noch folgende Gruppen: 


von Kaninchen Nr. 1 5 Stunden 
nach der Einspritzung von | mg 
Thyroxin. 


Gruppe g: Blutprobe Nr. 4 von Kaninchen Nr. 2; 24 Stunden nach 
a4 h: Urinprobe Nr. 2 Einspritzung von 1 mg Thyroxin. 


a ti mer ri ng von normalem Kontrollkaninchen Nr.3. 


Verlauf des Versuchs: 
Am 31. Mai wird das Wasser saémtlicher Schalen erneuert. Die Tiere 
in Gruppe a, b, d, h und k werden mit kleinen Stiickchen normaler Leber 
gefiittert, Gruppe c, g und i erhalten die Reste des Blutgerinnsels, Gruppe e 


TT H999 


\ 
Abb. 1a. Abb. 1b. 


und f die noch vorhandene Leber und Milzreste von Kaninchen Nr. 1. 
Am 1. Juni erfolgt neuerdings Wasserwechsel. Gruppe b kommt nochmals 
fiir 24 Stunden in Thyroxinlésung der angegebenen Konzentration, Gruppe 
erhalt den Rest der Blutprobe Nr. 1 (10 cem), e und f nochmals Leber bzw. 
Milz von Kaninchen Nr. 1, die ebenso wie das Blut bis zu diesem Tag im 
Eisschrank steril aufbewahrt wurden. : 

Am 2. Juni wird in séimtlichen Schalen neuerdings das Wasser ge- 
wechselt. Von jetzt ab werden alle Gruppen gleichmaéBig nur mehr mit 
Froschmuskel und Pflanzen gefiittert. In der Thyroxingruppe b ist Ent- 
wicklungsbeschleunigung und Verkiirzung der Darmspirale festzustellen. 
Die tbrigen zeigen keine Veraénderung. Zwei Tage spiter, am 4. Juni, hat 
der Abbau der larvalen Organe in Gruppe b schon starke Fortschritte 
gemacht. Die Hornkiefer sind abgeworfen, der Schidel froschahnlich, 
der Ruderschwanz stark eingeschmolzen, die Entwicklung der Extremitaten 
dagegen beschleunigt (vgl. Abb. la). In der Gruppe c und g, in welchen 
ebenfalls das Auftreten von Schilddriisensymptomen zu erwarten ware, ist 
nicht der geringste Einflu8 zu erkennen (als Beispiel fiir diese und die 
ubrigen Gruppen diene Abb. 1b: Gruppe c). 
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In den folgenden Tagen (6., 7., 9., 10. Juni) metamorphosieren sechs 
fiere der Gruppe b. Bei den iibrigen Tieren dieser Gruppe brechen die 
Vorderbeine noch bis zum 14. Juni 1922 durch. Wie ein Vergleich von 
\bb. 2b mit den in Abb. 2a wiedergegebenen Tieren der Kontrollgruppe 
ohne weiteres erkennen laBt, ist die Entwicklung in Gruppe b stark be- 
schleunigt, wahrend die GréBenmaBe seit dem 4. Juni noch weiter 


Alla 


Abb. 2a. Abb, 2b. Abb. 2c. o 


stark zuriickgegangen sind. In den tibrigen Gruppen stimmt Wachstum 
und Entwicklung mit jenen der Gruppe a so sehr iiberein, da8 auf eine 
Wiedergabe der Photographien verzichtet werden kann. Nur in Gruppe f, 
die mit der Milz des Thyroxinkaninchens Nr. | gefiittert wurde, ist auf- 
fallenderweise Entwicklung wie Wachstum deutlich gehemmt (vgl. Abb. 2c). 

Am 18. Juni wird der Versuch, ohne daB sich am Befunde etwas 
wesentlich geaindert hatte, abgebrochen. 


Ergebnis des Versuches 588. 

Das 5 bzw. 24 Stunden nach der intrakardialen Einspritzung von 
Thyroxin (1 mg auf etwa 900 g Korpergewicht) entnommene Blut von 
Kaninchen ist im Kaulquappenversuche ohne spezifische Wirkung. 
In gleicher Weise erwiesen: sich Urin, Galle und Lebergewebe der 
Thyroxinkaninchen als spezifisch unwirksam. Die Verfiitterung der 
Milz des Thyroxinkaninchens Nr.1 hatte Wachstumshemmung und 


Entwicklungshemmung zur Folge. 


Versuch 593. 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials. 


Einem Kaninchen (Nr. 4: 900 g) wird am 22. Juni 1922 wie im voraus- 
gehenden Versuch 1 mg Thyroxin in die Ohrvene injiziert. Nach Ablauf 
einer Stunde werden in Narkose aus der Art. carot. 12 cem Blut entnommen 
(Blutprobe Nr. 4). Hiérauf Unterbindung, Naht usw. In gleicher Weise 
werden zwei Meerschweinchen (Nr. 1: 320g; Nr. 2: 350 g) je | mg Thyroxin 
intrakardial verabreicht. Meerschweinchen Nr. 1 wird 1 Stunde, Meer- 
schweinchen Nr. 2 6 Stunden nach der Einspritzung durch Offnen der 
Vena jugularis entblutet (Blutprobe Nr. 5 und 6). AuBerdem wird die Milz 
beider Tiere zur Verfiitterung verwendet. Einem dritten Meerschweinchen 
(Nr. 3: 370 g) wird 1 mg Thyroxin (gelést in 10 cem 0,9proz. NaCl + NaOH) 
in den rechten Pleuralraum injiziert. Nach 6 Stunden wird der Brustkorb 
des narkotisierten Tieres geéffnet und die in der rechten Pleurahdéhle 
befindliche Fliissigkeit unter Vermeidung von Blutbeimengung entnommen. 
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B. Ausfithrung des Versuchs: 
Versuchstiere: Rana temporaria-Larven aus einem am 20. April 1922 
abgelegten Laichballen. 
Beginn des Versuches: 22. Juni 1922 bzw. 23. Juni 1922. Alter der 
Tiere: 64 (65) Tage. 
Durchschnitisgréfe: Gesamtlange: 29,0mm; Rumpflainge: 10,5 mn; 
Rumpfbreite: 7,0 mm. 
Entwicklungsstadium: kraftige, noch typisch larval ausgebildete Kaul- 
quappen mit 2 bis 4mm langen Extremititenanlagen. 
Anzahl der Tiere: 8 Gruppen zu je 8 Froschlarven. Wassermenge: 
je 500 cem. 
Versuchsanordnung: 
Gruppe a: Kontrolle. 
os b: Thyroxin 1: 10000000. 
ve c: Blutprobe Nr. 4 (Thyroxinkaninchen Nr. 4; 1 Stunde nach 
intravenéser Injektion. 
A d: Blutprobe Nr. 5| Thyroxinmeerschweinchen Nr. 1; 
os e: Milz ! 6 Stunden nach intrakardialer Injektion. 
$s f: Pleurafliissigkeit Nr. 1 von Thyroxinmeerschweichen Nr. 3. 


Dazu kommen am 23. Juni: 


Gruppe g: Blutprobe Nr. 6| Thyroxinmeerschweinchen Nr. 2; 
»  h: Milz | 24 Std. nach intrakardialer Injektion. 


Verlauf des Versuchs: 


Am 24. Juni wird in simtlichen Gruppen das Wasser gewechselt. In 
Gruppe c sind zwei Tiere tot, in Gruppe f eins. — 26. Juni Wasserwechsel. 

27. Juni. In Gruppe b ist deutliche Schilddriisenwirkung festzustellen 
(Tiere kleiner, Schwanz- und Darmreduktion, Hornkiefer abgeworfen). 
Auch in Gruppe f haben zwei Tiere die Hornkiefer abgeworfen. Das 
Wachstum der Tiere ist in dieser Gruppe ebenfalls deutlich zuriickgeblieben. 
In den iibrigen Gruppen lassen sich gegeniiber den Kontrollarven dagegen 
keine Unterschiede erkennen. 

29. Juni. In Gruppe b und f haben sich die Thyreoideaerscheinungen 
verstiirkt, und zwar in b mehr als in f. In ersterer ist ein Tier tot; vordere 
Extremitaéten vor dem Durchbruch. 

2. Juli. Die Tiere in Gruppe b zeigen voll ausgepriigten Schilddriisen- 
effekt mit starken Reduktionserscheinungen. In Gruppe f treten letztere 
erst schwacher hervor; dafiir ist die Entwicklungsbeschleunigung in dieser 
Gruppe starker ausgeprigt. Die Extremitaten sind gréBer als in Gruppe b. 
Was die K6rpergr6éBe betrifft, so nehmen die Tiere der letztgenannten 
Gruppe die unterste Stufe ein, dann folgen die der Gruppe f. Die Gruppen c, 
d und e stimmen hinsichtlich Wachstum und Entwicklung mit der Kontroll- 
wruppe tiberein, wihrend die Tiere der Gruppe h in ihrer Entwicklung 
deutlich gehemmt sind. Auch in Gruppe g ist eine leichte Verzégerung 
zu bemerken. 

Bis zum 4. Juli sind bei siimtlichen Tieren der Gruppen b und f die 
Vorderbeine durchgebrochen. Am 12. Juli metamorphosietren die letzten 
Tiere der Gruppen a, c¢ und e, wahrend in Gruppe d noch fiinf, in 
Gruppe g noch sechs und in Gruppe h noch sieben neotenische Larven 
vorhanden sind. 
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Ergebnis des Versuchs 593. 


Das 1 Stunde nach der intravenésen Injektion von Thyroxin 
(img auf 950g Korpergewicht) einem Kaninchen entnommene Blut 
ruft im Kaulquappenversuch keine spezifische Wirkung hervor. Das 
Blut von Meerschweinchen wirkt 6 bzw. 24 Stunden nach der intra- 
kardialen Thyroxineinspritzung eher entwicklungshemmend als ent- 
wicklungsbeschleunigend. Das Wachstum wird nicht beeinfluBt. Die 
Verfiitterung der Milz verursachte in einem Falle (Entnahme 24 Stunden 
nach der Injektion) Entwicklungshemmung. Die 6 Stunden nach der 
Injektion von 1 mg Thyroxin (gelést in 10 cem 0,9proz. NaCl + NaOH) 
in den Pleuralraum entnommene Pleuralfliissigkeit wirkte deutlich 
entwicklungsbeschleunigend. Ihre dissimilationssteigernde Wirkung 
war jedoch schwicher als die einer gleich starken Thyroxinlésung. 


Versuch 594, 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials : 


Dem Kaninchen Nr. 4, das am 22. Juni zum erstenmal 1 mg Thyroxin in 
die Ohrvene eingespritzt erhielt, wird am 29. Juni nochmals 1 mg Thyroxin 
intravenés injiziert. Nach Ablauf einer Stunde werden dem Tier wieder 
10cem Blut aus der Art. carot. commun. dextra entnommen (Blutprobe 
Nr. 7). Das Kaninchen itibersteht Injektion und Entnahme ohne wahr- 
nehmbare Folgeerscheinungen. 


B. Ausfiihrung des Versuchs: 


Versuchstiere: Rana temporaria-Larven aus einem am 20. April 1922 
abgelegten Laichballen. 

Beginn des Versuchs: 29. Juni. Alter der Tiere: 71 Tage. 

DurchschnittsgréBe: Gesamtlinge: "27,5 mm; Rumpflainge 10,3 mm; 
Rumpfbreite: 6,8 mm. 

Entwicklungsstadium: kraftig entwickelte, noch vollig larval aus- 
gebildete Kaulquappen mit 1 bis 2mm langen, in Oberschenkel, Unter- 
schenkel und FuBplatte gegliederten Hinterbeinen. 

Anzahl der Tiere: drei Gruppen zu je acht Kaulquappen. Wasser- 
menge in den einzelnen Schalen: 500 ccm. 


Versuchsanordnung: 


Gruppe a: Kontrolle. 
as b: Thyroxin 1: 10000000. 
iy ce: Blutprobe Nr. 7 von Thyroxinkaninchen Nr. 4, 1 Stunde 
nach der zweiten Injektion. 


Verlauf des Versuchs: 


30. Juni. Wasserwechsel. In Gruppe ec werden die Reste des Blut- 
kuchens wieder mit in das frische Wasser iibertragen. — 2. Juli. Wasser- 
wechsel. In Gruppe b deutliche Thyroxinwirkung. — 3. Juli. In Gruppe b 
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haben alle Tiere die Hornkiefer abgeworfen. Reduktionserscheinungen am 
Ruderschwanz. — 5. Juli. In Gruppe b hochgradiger Schilddriiseneffekt 
(vgl. Abb. 3b). Bei einem der Tiere liegen beide Vorderbeine frei, bei z zweien 


rf rry 


Abb. 3a. Abb. 3b. Abb. 3c. 


je ein linkes; drei der Larven sind tot. Im Gegensatz dazu ist in Gruppe c 
nicht die geringste Schilddriisenwirkung festzustellen (vgl. Abb. 3c). Die 
Tiere sind durchschnittlich sogar etwas gréBer als die Kaulquappen der 
Gruppe a (vgl. Abb. 3a). 

6. Juli. In Gruppe b sind alle noch vorhandenen Tiere tot. 

20. Juli. Zwischen Gruppe a und ¢ ist weder im Wachstum noch in der 
Differenzierung der Extremitiiten und Organe ein Unterschied zu erkennen. 
Abbruch des Versuchs. 


Ergebnis des Versuchs 594. 

Einem Kaninchen werden bei mehrtagigem Zwischenraum zweimal 

1 mg Thyroxin in Lésung intravendés injiziert. * Das 1 Stunde nach 
der zweiten Injektion entnommene Blut hat im Kaulquappenversuche 
keinen spezifischen EinfluB auf Wachstum und Entwicklung. 


Diese im vergangenen Jahre an Kaninchen und Meerschweinchen 
durchgefiihrten Versuche wurden, nun durch eine Reihe diesjahriger 
Versuche, zu welchen vor allem Ratten dienten, bestitigt und ergiinzt. 






















Versuch 611. 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials: 


Am 19, Mai 1923 werden sechs 67tagige Ratten des gleichen Wurfes 
von 120 bis 130g Kérpergewicht je 1 ccm einer Thyroxinlésung, die in 
diesem wie in den nachfolgenden Versuchen durch Lésen von 10 mg Thyroxin 
in 10 cem steriler 0,9proz. NaCl-Lésung unter Zusatz von einigen Tropfen 
n/l NaOH hergestellt wurde, in die Schwanzvene injiziert. Hierauf werden 
die einzelnen Tiere in bestimmten Zeitabschnitten in Narkose durch Offnen 
der HalsgefiBe unter leichtem Kneten des Kérpers in ein steriles Glaschen 
entblutet. Im einzelnen werden dadurch folgende Blutproben erhalten: Blut- 
probe Nr. 8: 5 Minuten; Blutprobe Nr. 9: 30 Minuten; Blutprobe Nr. 10: 
60 Minuten; Blutprobe Nr. 11: 14% Stunden; Blutprobe Nr. 12: 2 Stunden 
nach Einspritzung. — Dem Blute einer weiteren Ratte des gleichen Wurfes, 
das dem Tier ohne vorhergehende Einspritzung entnommen wurde, wird 
1 mg Thyroxin, gelést in 1 cem schwach alkalischer 0,9proz. NaCl-Lésung, 
zugesetzt. Nach kurzem Umriihren bleibt die Mischung bei Zimmer- 
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temperatur stehen. Nach Ablauf von 5 Minuten wird sie als Blutprobe 13 
zum Versuch verwendet. Endlich wird noch das Blut einer Ratte ohne 
weiteren Zusatz fiir die Kontrollgruppe verwendet (Blutprobe 14). 


B. Ausfiihrung des Versuchs: 

Versuchstiere: Rana temporaria-Larven aus einem am 10. ITT. 23. in 
Marquartstein geholten Laichballen (Urmundstadium). 

Beginn des Versuchs: 19. Mai 1923. Alter der Tiere etwa 41 Tage. 

_ DurchschnittsgréBe: Gesamtlinge: 24mm; Rumpflinge: 9,0 mm; 

Rumpfbreite: 5,0 mm. 

Entwicklungsstadium: kleine, kraftige Kaulquappen, deren Extremi- 
tatenanlagen mit freiem Auge noch kaum erkennbar sind. 

Anzahl der Tiere: neun Gruppen zu je zehn Larven. Wassermenge bei 
Einwirkung der Lésungen je 200 cem; spater je 800 ccm. 


Versuchsanordnung: 
Gruppe a: Kontrolle; Leber + Blutprobe Nr. 14. 
b: Blutprobe Nr. 8: 5 Minuten nach Injektion. 
c: as Nr. 9: 30 Minuten nach Injektion. 
d: ‘s Nr. 10; 60 Minuten nach Injektion. 
is Nr. 13: frisches Blut + 1 mg Thyroxin in 
Lésung. 
: Img Thyroxin in Lésung. 
g: Blutprobe Nr. 11: 90 Minuten nach Injektion. 
si Nr. 12: 120 Minuten nach Injektion. 
i: 1 mg Thyroxin in Lésung. 


Verlauf des Versuchs 611. 

20. Mai. 24 Stunden nach Versuchsbeginn wird in jeder Schale das 
Wasser gewechselt, Siamtliche Gruppen werden von jetzt ab mit Muskel und 
Pflanzen gefiittert. 

23. Mai. In Gruppe i, f und e ist das Wachstum der Tiere etwas zuriick- 
geblieben. 

24. Mai. Starke Verschmilerung des Rumpfes in den genannten 
Gruppen. Einschmelzungen an Flossensitumen und Schwanzspitzen, am 
stirksten in Gruppe i; die Extremitaétenanlagen sind gréSer als in der 
Kontrollgruppe. Die iibrigen Gruppen zeigen dagegen keine derartigen 
Erscheinungen. 

25. Mai. In den beiden Thyroxingruppen i und f sehr starker Schild- 
driiseneffekt: weitgehende Einschmelzung des Schwanzes, Reduktion der 
Darmspirale, vélliger Verlust der larvalen FreSwerkzeuge, Odeme in der 
Unterkiefergegend (vgl. Abb. 4d). In Gruppee ist ebenfalls deutliche 
Schilddriisenwirkung vorhanden. Dieselbe ist jedoch, wie ein Vergleich der 
ebengenannten Abbildung mit Abb. lle iiberzeugend lehrt, ganz erheblich 
schwicher. Die Entwicklung der Extremitaten ist in den Gruppen e, f 
und i beschleunigt. Gruppe b zeigt gegeniiber der Kontrollgruppe (vgl. 
Abb. 4b und a), abgesehen von einer aus den Photographien nicht ersicht- 
lichen leichten Férderung der Extremitatenentwicklung und einer geringen 
Begiinstigung des Kérperwachstums, keinen nennenswerten Unterschied. 
Die iibrigen Gruppen stimmen mit der Kontrollgruppe véllig tiberein. 
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Bis zum 26. Mai haben sich die Schilddriisensymptome in Gruppe i 
und f noch extrem verstirkt. Am Nachmittag sterben in beiden Gruppen 
je zwei Tiere. Die iibrigen, die ebenfalls sehr schwach sind, werden zur 
Untersuchung fixiert, ebenso zum Vergleich je zwei Tiere aus Gruppe a 
und b. 


Abb. 4a. Abb. 4b. 
Abb. 4c. Abb. 4d. 


31. Mai. Keine weitere Zunahme der Verinderungen in Gruppe e. 
In Gruppe b sind die Tiere im Durehschnitt um 2 mm gréBer als in Gruppe a; 
im tibrigen aber sind weder hier noch in den anderen Gruppen irgendwelche 
von der Kontroligruppe abweichenden Befunde zu erheben. 


Abb. 5a. Abb. 5b. 


2. Juni. Keine Verainderung. — 22. Juni. Wachstum und Entwicklung 
zeigen in Gruppe a, b, ec, d, g und h keinen wesentlichen Unterschied. Es 
geniigt daher zur Charakterisierung des Entwicklungsstandes dieser Gruppen 
in Abb. 5a die gréB8ten und kleinsten Tiere der Gruppe b wiederzugeben. Die 
Tiere der Gruppee leben noch immer. Wie ein Vergleich von Abb. 5b 
mit 4¢ zeigt, sind die Tiere seit dem 25. Mai etwas gewachsen, die Thyreoidea- 
symptome haben sich nicht mehr verstirkt. Den iibrigen Gruppen gegen- 
iiber sind sie im Wachstum sehr stark zuriickgeblieben. 

Am 30. Juni wird der Versuch, ohne da8 eine weitere Anderung ein- 
getreten wire, abgebrochen. Einzelne Kontrollarven und die Tiere der 
Gruppe e werden gewogen und fixiert. Die Gewichtszahlen geben den 
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wetrachtlichen GréSenunterschied sehr deutlich zu erkennen (Gruppe a: 
L00, 268, 285, 330 mg; Gruppee: 29, 35, 40, 71 mg). 

In Gruppe c und d zeigen je zwei Larven starke Verkriimmung der 
Hinterbeine. Doch ist es fraglich, ob ihr Auftreten durch die Versuchs- 
bedingungen veranlaBt ist. 


Ergebnis des Versuchs 611. 
Einem Wurf halberwachsener, mittelgroBer Ratten wird je 1 mg 
Thyroxin in Lésung intravenés injiziert. Hierauf werden die Tiere 
in Abstanden von 5, 10, 30, 60, 90 und 120 Minuten entblutet. Das 
auf diese Weise gewonnene Blut tibt im Kaulquappenversuche keine 
spezifische Wirkung aus. -Auch in vitro wird die spezifische Wirkung 
te Thyroxins durch die 5 Minuten lange Einwirkung von Rattenblut 
auf die Thyroxinlésung erheblich abgeschwicht. 


Versuch 617. 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials : 


Kiner 135 g schweren 74 Tage alten Ratte, die am 19. Mai 1923 zum 
erstenmal 1 mg Thyroxin intravenés injiziert erhielt, wird am 26. Mai 1923 
wiederum | mg Thyroxin (gelést in 1 ccm einer schwach alkalischen 0,9proz. 
NaCl-Lésung) in die Schwanzvene eingespritzt. Nach Ablauf von 5 Minuten 
wird das Tier durch Offnen der HalsgefaiSe entblutet (Blutprobe Nr. 14). — 
Weiterhin wird eine gleich schwere, nicht vorbehandelte Ratte des gleichen 
Wurfes entblutet, das steril gewonnene Blut mit 1 mg Thyroxin (in Lésung) 


‘und 10cem 0,9 proz. NaCl-Lésung versetzt. Nach 5Minuten langem Ver- 


rihren mit einem Glasstab wird die Lésung mit einem Glasdeckel bedeckt 
und fiir eine Stunde bei K6rpertemperatur in einen Thermostaten gestellt 
(Blutprobe Nr. 15). 


B. Ausfiihrung des Versuchs: 
Versuchstiere: Rana temporaria-Larven der gleichen Herkunft wie in 
Versuch 611. 
Beginn des Versuchs: 26. Mai 1923 6 Uhr nachmittags. 
DurchschnittsgréBe: Gesamtlinge: 26mm; Rumpflange: 9,0 mm; 
Rumpfbreite: 5,2 mm. 
Entwicklungsstadium: Extremitatenanlagen mit freiem Auge als kleine 
weiBliche Verdickungen eben erkennbar. 
Anzahl der Tiere: vier Gruppen zu je zehn Larven. Wassermenge bei 
Einwirkung der Lésungen je 200 ccm; spater je 800 ccm. 


Versuchsanordnung: 
Gruppe a: Kontrolle. 
b: Blutprobe Nr. 14 (5 Minuten nach der zweiten Thyroxin- 
injektion). 
4 ce: Blutprobe Nr. 15 (Blut + 1 mg Thyroxin in Lésung 
+ 0,9proz. NaCl; vor Verwendung | Stunde bei 37° C 
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Verlauf des Versuchs: 


Am 27. Mai. 10 Uhr morgens sind die Kaulquappen der Gruppe e 
auBerordentlich schwachlich. Der Leib der Tiere ist kahnférmig eingezogen, 
der Rumpf nach riickwarts zugespitzt. Die Larven liegen zum Teil be- 
wegungslos am Riicken. Im iibrigen sind aber an den Tieren keine Reduk- 
tionserscheinungen festzustellen. Sie werden mit der Pipette in frisches 
Wasser iibertragen, in dem sie sich, bis auf drei Tiere, die in den niichsten 
Stunden absterben, allmahlich etwas erholen. Gleichzeitig erfolgt auch 
Wasserwechsel in Gruppe d. Die in Schale c befindliche Fliissigkeit wird in 
einem Erlenmeyerkolben ausgekocht; dabei farbt sich die zuerst schwarzrote 
Fliissigkeit olivgriin unter reichlicher Entstehung von Eiwei®gerinnsel. 
Nach Abkihlen wird durch die triibe Fliissigkeit fiir mehrere Stunden 
Sauerstoff geleitet (Blutprobe Nr. 16). Dann werden neuerdings zehn Kaul- 
quappen eingesetzt (Gruppe e). Am Abend — 24 Stunden nach Versuchs- 
beginn — wird auch in den Gruppen a und b, deren Tiere in ihrem Aussehen 
vollig iibereinstimmen, das Wasser erneuert. 

28. Mai. Wasserwechsel in simtlichen Gruppen. Die Kaulquappen 
der Gruppe c haben sich wieder etwas gekraftigt, zeigen aber noch immer 
starke Einziehung der Bauchdecke. In Gruppee keine Erscheinungen. 


31. Mai. Samtliche Tiere der Gruppe d haben die Hornkiefer abgeworfen. 
Am Schwanz beginnende Reduktion. In Gruppe b und ¢ ist dagegen noch 


keine Thyroxinwirkung zu erkennen. 


Abb. 6a. Abb. 6b. Abb. 6c. 


1. Juni. Samtliche Tiere der Grupped zeigen extreme Thyroxin- 
wirkung (vgl. Abb. 6c), wahrend sie in Gruppe c nur in betrichtlich ge- 
ringerem MaBe zum Vorschein kommt (Abb. 6b). Die Reduktionserschei- 
nungen am Ruderschwanz sind hier noch sehr gering. Auch die Konfiguration 
des Kopfes, wie die Spiralform des Darmes ist in viel schwacherem Grade 
beeinfluBt als in Gruppe d. Die geigenférmige Rumpfkontur der Larven 
wie auch der Verlust der Hornkiefer zeigen jedoch, daB die Wirkung des 
Thyroxins nicht voéllig unterdriickt, sondern nur abgeschwicht ist. Noch 
geringer als in Gruppe c ist die Thyroxinwirkung in Gruppe e, deren Tiere 
auBer einer leichten Einziehung des Rumpfes déuBerlich nur eine Beschleuni- 
gung der Extremititenentwicklung erkennen lassen. Die larvalen FreB- 
werkzeuge sind bei ihnen noch gut erhalten, doch ist zu beriicksichtigen, 
daB in dieser Gruppe auch die Einwirkung erst spater erfolgte. Gruppe b 
gleicht hinsichtlich ihres Wachstums und ihrer Entwicklung vollkommen den 
Kontrolltieren (Abb. 6a: Gruppe b). 


2. Juni. In Gruppe d sind simtliche Tiere infolge der starken Thyroxin- 
wirkung abgestorben. In den iibrigen Gruppen ist noch keine wesentliche 
Anderung festzustellen. 
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3. Juni. An den Larven der Gruppe ¢ treten jetzt stiirkere Abbau- 
erscheinungen hervor. Die Darmspirale ist verkiirzt, die Extremitaten- 
entwicklung beschleunigt. Zwei Tiere der Gruppe sind tot. In Gruppe e 
kommt nunmehr ebenfalls eine stirkere Beeinflussung zum Durchbruch. 

4. Juni. In Gruppe ec ist auch der Rest der Tiere abgestorben. 

6. Juni. Die Tiere der Gruppe e sterben im Laufe des Tages unter den 
charakteristischen Merkmalen starker Thyroxinwirkung ab: Zwischen 
Gruppe a und b besteht kein wesentlicher Unterschied. 

7. Juli. Abbruch des Versuchs: Wachstum und Entwicklung der 
Kaulquappen von Gruppe a und b stimmt auBerlich vollkommen wtberein. 


Ergebnis des Versuchs 617. 

Einer Ratte werden in siebentagigem Zwischenraum zweimal je 
Img Thyroxin in Lésung intravenés injiziert. Das 5 Minuten nach 
der zweiten Einspritzung entnommene Blut ist im Kaulquappen- 
~ersuche ohne spezifische Wirkung. Durch die einstiindige Einwirkung 
des mit 0,9proz. NaCl-Lésung verdiinnten Blutes einer Ratte auf 
Img Thyroxin in vitro wird dessen spezifische Wirkung auf Frosch- 
larven herabgesetzt, aber nicht aufgehoben. Die Fliissigkeit wirkt 
auf Froschlarven toxisch; diese letztere Wirkung wird durch Kochen 
der Flissigkeit stark abgeschwacht. 


Versuch 618, 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials : 


Am 28. Mai 1923 werden einer 140g schweren, 76 Tage alten Ratte, 
die schon am 19. und 26. Mai je 1 mg Thyroxin intravenés injiziert erhielt, 
wiederum | mg in die Schwanzvene eingespritzt. Nach Ablauf von 5 Minuten 
wird das Tier durch Offnen der HalsgefaBe entblutet (Blutprobe Nr. 17). 
Bei der Sektion des Tieres ist eine leichte Entziindung des Duodenums und 
des anschlieBenden Diinndarmabschnittes festzustellen. Sonst keine Ver- 
anderung. 

Das Blut einer weiteren Ratte wird mit 10 ccm. 0,9proz. Kochsalz- 
lésung und 1 mg Thyroxin versetzt, das in 1 ecm der Kochsalzlésung unter 
Zusatz von etwas NaOH geldst ist. Die Blutmischung bleibt bei 19°C 
unter mehrmaligem Umriihren mit einem Glasstab fiir 2 Stunden stehen 
(Blutprobe Nr. 18). 


B. Ausfiithrung des Versuchs: 


Versuchstiere: Rana temporaria-Larven der gleichen Herkunft wie in 
Versuch 611. 

Beginn des Versuchs: 28. Mai 1923. 

DurchschnittsgréBe: Gesamtlinge: 22mm; Rumpflange: 7,5 mm; 
Rumpfbreite: 5,0 mm. 

Entwicklungsstadium: Extremititenanlagen eben als kleine weiBliche 
Verdickungen erkennbar. 

Anzahl der Tiere: vier Gruppen zu je zehn Larven. Wassermenge: 
bei Einwirkung der Lésungen je 200 ccm, spiater je 800 ccm. 

33* 











512 B. Romeis: 


Versuchsanordnung: 
Gruppe a: Kontrolle. 
‘5 b: Blutprobe Nr. 17 (5 Minuten nach der dritten Thyroxin- 
injektion). 
re ce: Blutprobe Nr. 18 (1 mg Thyroxin + Blut + 0,9proz. NaCl. 
Lésung. 2 Stunden). 
rm d: 1 mg Thyroxin in Lésung. 


Verlauf des Versuchs: 

29. Mai. 9 Uhr vormittags. In Gruppe c sind drei Tiere tot, die iibrigen 
sind sehr schwiachlich. Der Leib der Tiere ist stark eingezogen, der Riicken 
kyptotisch gebogen, der Ruderschwanz gekriimmt und verschmilert, bei 
den toten Tieren an der Spitze aufgerollt (vgl. Abb. 7). Eine Einschmelzung 
von Larvalorganen wie sie fiir Schilddriisenwirkung charakteristisch ist, 

liegt nicht vor. Die Tiere verhalten sich wie 


bei Vergiftung. Um 10 Uhr morgens kommen 

in die Schale der Gruppe c, deren Inhalt noch 

ganz klar ist, zehn neue Larven der gleichen 

Herkunft: Gruppe c. In den iibrigen Gruppen 

ist nichts Wesentliches festzustellen. Um 7 Uhr 

nachmittags werden simtliche Gruppen in 

frisches Wasser tibertragen. In Gruppe c, sind 

Abb. 7. wiederum fiinf Tiere tot. Die fiinf iibrigen 

zeigen ahnliche Verainderungen wie die Tiere 

der Gruppe ec. Die Blutfliissigkeit ist in Gruppe c bzw. ¢, viel dunkler 

gefairbt als in Gruppe b. 30. Mai. In Gruppe c sind weitere drei Tiere tot. 

31. Mai. Die Larven der Gruppe d lassen eine deutliche Verschmilerung 

des Rumpfes erkennen. Auch in Gruppe b sind die Kaulquappen etwas 
schmiler als in der Kontrollgruppe. 

2. Juni. Extreme Thyroxinwirkung in Gruppe d. 

3. Juni. In der letztgenannten Gruppe sind simtliche Tiere tot. 
Maximale Reduktion usw. (s. Abb. 8c). Die Froschlarven der Gruppe b 
(s. Abb. 8b) zeigen im Vergleich zu den Kontrolltieren (s. Abb. 8a) noch 
deutliche Verschmiilerung und Einziehung des Rumpfes; die hinteren 


ify rts 


Abb. 8a, Abp. 8b. Abb. 8c. 


Extremitatenanlagen sind um durchschnittlich 1 mm gréBer als in Gruppe a, 
in der sie die Form kleiner halbkugeliger Knospen aufweisen, wihrend 
sie in Gruppe b kurze Stummelform besitzen. Dagegen ist an den Larval- 
organen zwischen beiden Gruppen kein Untorschied festzustellen. Die von 
Gruppe c, noch tiberlebenden Tiere zeigen weder Schwanzeinschmelzung 
noch Wachstumshemmung. Die Hornzihnchen und Hornhakchen sind 
etwas defekt. 
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25. Juni. Die Larven der Gruppe c, leben noch immer; Ruderschwanz 
gut erhalten, Extremitatenentwicklung nicht beschleunigt. Gruppe a und b 
stimmen hinsichtlich Wachstum wie Entwicklung vollkommen iiberein. 
Die Verschmalerung des Rumpfes hat sich wieder ginzlich ausgeglichen. 
Der Versuch wird abgebrochen. 


Ergebnis des Versuchs 618. 

Eine Ratte, die in mehreren Zwischenriumen schon zweimal 
1 mg Thyroxin injiziert erhielt, wird 5 Minuten nach der dritten intra- 
venésen Einspritzung entblutet. Das auf diese Weise gewonnene Blut 
ruft im Kaulquappenversuche keine dauernden Folgeerscheinungen 
hervor. Jedoch ist im Gegensatz zu vorausgehenden Versuchen, in 
welchen das nach der ersten oder zweiten Injektion gewonnene Blut 
ohne jeden charakteristischen EinfluB war, fiir kiirzere Zeit eine Ver- 
schmilerung des Rumpfes und eine mifige voriibergehende Férderung 
der Extremitatenentwicklung zu beobachten. Rattenblut, das nach 
Verdiinnung mit physiologischer NaCl-Lésung und Zusatz von | mg 
Thyroxin 2 Stunden unter mehrmaligem Rihren stehen bleibt, wirkt 
auf Kaulquappen stark toxisch. Bei den iiberlebenden Tieren ist der 
Schilddriiseneffekt abgeschwacht. 


Versuch 620. 
A. Gewinnung des Versuchsmaterials : 

Einer 125g schweren Ratte, die schon am 19. (intravenés) und 26. 
(subkutan) Mai je 1 mg Thyroxin eingespritzt erhielt, wird am 2. Juni 
wiederum I mg Thyroxin in die Schwanzvene eingespritzt. Nach 5 Minuten 
wird das Tier durch Offnen der Halsvenen entblutet (Blutprobe Nr. 19). 

Dem Blute einer anderen Ratte werden 20 cem einer 0,9proz. NaCl- 
Lésung zugesetzt. Nach kraftigem Durchschiitteln wird zentrifugiert. Der 
auf diese Weise gewonnenen, klaren, schwach gelblich gefirbten Flissigkeit 
wird 1 mg Thyroxin (gelést in schwach alkalischer 0,9proz. NaCl-Lésung) 
zugefiigt. Hierauf bleibt sie unter mehrmaligem Schiitteln 2 Stunden lang 
bei 19°C stehen (Blutprobe Nr. 20). 

Das Sediment wird noch dreimal mit je 15 cem 0,9proz. NaCl-Lésung 
auf der Zentrifuge gewaschen. Zuletzt wird es in 20 ccm 0,9proz. NaCl- 
Lésung aufgeschiittelt, wobei 1 mg Thyroxin (in 1 ecm schwach alkalischer 
0,9proz. NaCl-Lésung gelést) zugesetzt wird. Die Mischung bleibt dann 
unter mehrmaligem Schiitteln fiir 2 Stunden bei 19°C stehen (Blutprobe 
Nr. 21). 

B. Ausfiihrung des Versuchs: 

Versuchstiere: Rana temporaria-Larven wie in Versuch 611. 

Beginn des Versuchs: 2. Juni 1923 7 Uhr nachmittags. 

DurchschnittsgréBe der Tiere: Gesamtlinge: 27mm; Rumpflinge: 
9.0mm; Rumpfbreite: 5,3 mm. 

Entwicklungsstadium: Extremititenanlagen als kleine halbkugelige 
Knopfe sichtbar. 

Anzahl der Tiere: 5 Gruppen zu je 10 Larven. 

Wassermenge: bei Einwirkung der Lésungen je 200cem; spiter je 
800 ccm. 
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Versuchsanordnung: 
Gruppe a: Kontrolle. 
b: Blutprobe Nr. 19 (5 Minuten nach der dritten Thyroxin. 
einwirkung). 


= c: Blutprobe Nr. 20 (Serum + Thyroxin). 
d: = Nr. 21 (Blutkérperchen + Thyroxin). 
= e: 1mg Thyroxin in Lésung. 


Verlauf des Versuchs: 

3. Juni. 9 Uhr morgens. In Gruppe d sind vier Kaulquappen tot. - 
7 Uhr nachmittags. Simtliche Kaulquappen werden in frisches Wasser 
iibertragen. In Gruppe a leben alle Tiere, ebenso in Gruppe c und e. In 
Gruppe b sind sechs Larven bewegungslos, das Herz derselben pulsiert 
aber noch. In Gruppe d ist nunmehr auch der Rest der Tiere gestorben. 

4. Juni. In Gruppe b sind fiinf, in Gruppe c drei der Kaulquappen tot. 
In Gruppe a und e leben dagegen noch alle. 


6. Juni. In Gruppe e und ¢c beginnende Schwanzreduktion. Hornkiefer 


abgeworfen. Beschleunigung der Extremitiatenentwicklung. Die Larven 
der Gruppe b sind, mit den Kontrolltieren verglichen, etwas kleiner und 
schmiler. In Gruppe ¢ sind weitere Tiere tot, so daB nur noch vier leben. 

8. Juni. Gruppeec und e: sehr starke typische Thyroxineinwirkung. 
In Gruppe b ist eine ganz leichte Férderung der Extremitatenentwicklung 
und ein geringes Zuriickbleiben im Wachstum zu beobachten (durch- 
schnittlich 2 mm). 

9. Juni. Im Laufe des Tages sterben alle Tiere der Gruppe e unter den 
Zeichen extremer Schilddriisenwirkung. Bei den Froschlarven der Gruppe c 
ist der Tod noch bis zum folgenden Tag verzégert. 

7. Juli. Die geringen Unterschiede zwischen Gruppe a und b haben sich 
im Laufe der Zeit wieder ausgeglichen, so daB sie duBerlich, was Wachstum 
und Entwicklung betrifft, tibereinstimmen. Der Versuch wird abgebrochen. 


Ergebnis des Versuchs 620. 

Einer Ratte werden in mehrtigigen Zwischenraiumen dreimal 1 mg 
Thyroxin (gelést) in die Schwanzvene eingespritzt. Das 5 Minuten 
nach der letzten Injektion entnommene Blut ruft im Kaulquappen- 
versuche ganz leichte Entwicklungsbeschleunigung und Wachstums- 
hemmung hervor. Ein Teil der Tiere stirbt unmittelbar nach der Ein- 
wirkung ab. Das nach Verdiinnung mit etwas 0,9proz. NaCl-Lésung 
durch. Zentrifugieren gewonnene Blutserum einer Ratte vermag die 
spezifische Wirkung von 1 mg Thyroxin nicht wesentlich abzuschwachen. 
Es wirkt aber viel weniger toxisch als eine mit 1 mg Thyroxin ver- 
setzte Aufschwemmung des abzentrifugierten Blutsedimentes, bei 
deren Zusatz simtliche Tiere schon nach 24 Stunden absterben. 


Versuch 625. 


A. Gewinnung des Versuchsmaterials : 
_ Am 29. Mai 1923 wird eine 150g schwere, 90 Tage alte Ratte durch 
Offnen der HalsgefiBe entblutet. Dem Blute wird 1 cem einer 0,9proz. 
NaCl-Lésung zugesetzt. Die Blutfliissigkeit bleibt unter mehrmaligem 
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' Umriihren fiir 1 Stunde in einem bedeckten Becherglischen bei 2°C stehen 


Blutprobe Nr. 22). 

Dem in gleicher Weise gewonnenen Blut einer zweiten Ratte des 
vleichen Wurfes wird 0,1 mg Thyroxin (gelést in 1 cem einer 0,9proz. NaCl- 
Lisung unter OH-Zusatz) zugesetzt. Die Fliissigkeit bleibt fir 1 Stunde 
wie oben stehen (Blutprobe Nr. 23). 

Das Blut einer dritten Ratte des gleichen Wurfes wird nach der Ent- 
nahme mit 20 cem einer 0,9proz. NaCl-Lésung versetzt, mit einem Glasstab 
sorgfaltig verriihrt und zentrifugiert. Das klare Zentrifugat wird abgegossen 
und mit 0,1 cem Thyroxin (wie oben) versetzt. Hierauf bleibt die Serum- 
fliissigkeit fiir 1 Stunde stehen (Blutprobe Nr. 24). 

Das Sediment wird fiinfmal mit je 20 cem 0,9proz. NaCl-Lésung auf der 
Zentrifuge ausgewaschen, schlieBlich in weiteren 20ccm aufgeschiittelt 
und mit 0,1 mg Thyroxin versetzt. Sodann wird die Fliissigkeit ebenfalls 
fiir 1 Stunde zur Seite gestellt (Blutprobe Nr. 25). 


B. Ausfiihrung des Versuchs: 

Versuchstiere: Rana temporaria-Larven der gleichen Herkunft wie in 
Versuch 611. 

Beginn des Versuches: 30. Mai 1923. 3 Uhr nachmittags. 

DurchschnittsgréBe: Gesamtlange: 24mm; Rumpflinge: 8mm; 
Rumpfbreite: 5,2 mm. 

Entwicklungsstadium: Extremititenanlagen als kleine, weiBliche 
Knospen erkennbar. 

Anzahl der Tiere: sieben Gruppen zu je zehn Larven. Wassermenge: 
bei Einwirkung der Lésungen je 200 ccm, spater je 800 ccm. 


Versuchsanordnung: 


Gruppe a: Kontrolle. 
b: Blutprobe Nr. 22 (Blut von normaler Ratte). 


a Cc: i Nr. 23 (Blut + 0,1 mg Thyroxin). 
we d: is Nr. 24 (Serum + 0,1 mg Thyroxin). 
he e: Nr. 25 (Blutsediment + 0,1 mg Thyroxin). 


sd f: Thyroxin 0,1 mg. 
< g: 20cem 0,9proz. NaCl-Lésung. © 


Verlauf des Versuchs: 


31. Mai. 3 Uhr nachmittags. Wasserwechsel. In Gruppe d sind zwei 
Kaulquappen tot. 1. Juni. In Gruppe ¢ und d sind je zwei Tiere gestorben. 
2. Juni. Gruppe d: zwei Tiere tot. 

3. Juni. Gruppe a, b und ¢ stimmen hinsichtlich ihres AuBeren mit- 
einander iiberein. Wahrend in diesen drei Gruppen saimtliche Tiere am Leben 
sind, besteht die Gruppe d nur noch aus vier Larven, die durchgehends 
deutliche Thyroxinwirkung erkennen lassen. Die Tiere haben ihre Hornkiefer 
verloren, der Leib ist verschmilert, an den Schwanzspitzen beginnt die 
Einschmelzung des Gewebes. Jedoch ist die Thyroxinwirkung schwacher 
als in Gruppe f, in der die Reduktion der Larvalorgane noch weiter fort- 
geschritten ist. Viel schwicher als in Gruppe d kommt die Thyroxinwirkung 
in Gruppe e zum Ausdruck, in der die Kaulquappen zwar ihre Hornkiefer 
verloren haben, im iibrigen aber bis jetzt nur schwacheSchilddriisensymptome 
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erkennen lassen. Insbesondere ist an den Ruderschwanzen noch keine 


Resorption festzustellen. 


4. Juni. Die Larven der Gruppe c werfen im Laufe des Tages die Horn. 
kiefer ab. Der Leib der Tiere hat sich verschmalert. An den Schwanz.- 
spitzen sind jedoch noch keine Resorptionsprozesse zu erkennen. Die 
Thyroxinwirkung in Gruppe d hat seit gestern keine weiteren Fortschritte 
gemacht. Die Kaulquappen der Gruppe e zeigen an den Ruderschwinzen 
auch heute noch keine Gewebseinschmelzung. In Gruppe f hat sich die 
Thyroxinwirkung dagegen extrem verstiirkt; im Laufe des Tages sterben 
simtliche Tiere der Gruppe ab. 


5. Juni. Gruppen c und e stimmen hinsichtlich des Grades ihrer 
schwachen Thyroxinwirkung nun ziemlich iiberein. Weder in der einen noch 
in der anderen Gruppe ist eine nennenswerte Schwanzreduktion zu beob- 
achten; auch in Gruppe d, die nach Ausscheiden der Gruppe e noch die 
starkste Thyroxinwirkung zeigt, hat sie sich nicht mehr wesentlich verstarkt. 

7. Juni. In Gruppe d langsames Fortschreiten der Gewebsreduktion. 
9. Juni. In Gruppe d ein Tier tot. 


10. Juni. Die Tiere der Thyroxingruppen c, d und e sind gegeniiber 
Gruppe a, b und g im Wachstum zuriickgeblieben, am stirksten in Gruppe d, 
in der auch die Einschmelzung des Ruderschwanzes am stiarksten ist. Die 
Tiere dieser Gruppe sind durchschnittlich um 11mm kleiner als die der 
Kontrollgruppen. Geringer ist die GréBendifferenz in Gruppe e (durch- 
schnittlich 8 mm) und Gruppe ec (durchschnittlich 5 mm). Die Flossensiume 
sind in beiden Gruppen verschmiilert. Die Entwicklung der Extremititen 
ist in Gruppe c, d und e deutlich beschleunigt. 

20. Juni. In Gruppe d sind zwei Tiere tot. Bei beiden ist je ein linkes 
Vorderbein durchgebrochen. 

22. Juni. Gruppe d: letztes Tier der Gruppe tot. In Gruppe c und e 
kein weiteres Fortschreiten der Thyroxinwirkung. Die Tiere beider Gruppen 
sind im Wachstum zuriickgeblieben, in e mehr als in c, und zeigen die fiir 
abgeschwichte Thyroxinwirkung charakteristische Vermengung larvaler und 
postlarvaler Merkmale (z. B. Verlust der Hornkiefer und Lippen einerseits, 
andererseits noch gut entwickelten Spiraldarm). Die Erscheinungen sind 
geringer in beiden ae als in Gruppe e des Versuchs 611. — Der Versuch 
wird abgebrochen. 


Ergebnisse des Versuchs 625. 


Durch die Einwirkung des frisch entnommenen Blutes einer Ratte 
auf 0,1 mg Thyroxin (in 1 ccm 0,9proz. NaCl gelést) in vitro wird 
dessen spezifische Wirkung sehr stark abgeschwicht. Geringer ist 
die Gegenwirkung einer entsprechenden Menge von Blutserum, das 
mit 0,9proz. NaCl-Lésung verdiinnt wurde. Beinahe ebenso ab- 
schwachend wie das unverdiinnte Blut wirkt dagegen das durch Zentri- 
fugieren und Auswaschen mit 0,9proz. NaCl-Lésung gewonnene Blut- 
sediment. Der Zusatz von normalem Rattenblut iibt auf Kaulquappen 
keine toxische Wirkung aus. Ebenso fehlt diese dem mit 0,1 mg Thyroxin 
versetzten Blute, wihrend ein Zusatz von 1 mg in vorausgehenden 
Versuchen vergiftend wirkte. 
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Besprechung der Ergebnisse. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen ergibt sich zuniachst, dab 
das Thyroxin, wenn es nach Lésung in schwach alkalischer 0,9proz. 
NaCl-Lésung in die Blutbahn eingespritzt wird, schon wenige Minuten 
nach der ersten Injektion als solches nicht mehr nachweisbar ist. Noch 
viel deutlicher als die anfanglichen Versuche mit Kaninchen und Meer- 
schweinchen zeigen das die Versuche mit Ratten, da bei diesen infolge 
ihrer geringeren GesamtgroBe der Einwand einer zu starken Verteilung 
des Thyroxins wegfallt. 

Die in der Literatur iiber das Verhiltnis von Blutmenge und 
Kérpergewicht vorliegenden Angaben schwanken zwischen 1/,) und 
\/,9 des Kérpergewichtes. Das Gewicht der in den Versuchen benutzten 
Ratten bewegte sich zwischen 120 bis 170g, die durch Offnen der 
HalsgefiBe gewonnene Blutmenge, die natiirlich nicht véllig der Gesamt- 
blutmenge entspricht, betrug durchschnittlich 10 bis l4ccm. Es 
miBten sich also noch zum mindesten zwei Drittel des eingespritzten 
Thyroxins in dem entnommenen Blute befinden. Da diese Menge 
dann zum Versuche mit 200 ccm Wasser verdiinnt wurde, so ware, 
falls sich das eingespritzte Thyroxin noch im Kreislauf befinde, selbst 
im ungiinstigsten Falle noch eine Konzentration von etwa 1 : 300000 
anzunehmen, eine Verdiinnung, bei der im Kaulquappenversuch mit 
Sicherheit ein positiver Schilddriiseneffekt zu erwarten ist, da nach 
meinen friiheren Feststellungen bei ein- bis zweimaliger Einwirkung 
dazu schon Konzentrationen von 1 : 10000000 bis 20000000 geniigen. 

Die vorliegenden Versuchsprotokolle zeigen aber, daB durch das 
entnommene Blut weder Wachstum noch Entwicklung der Frosch- 
larven beeinfluBt wurde. Es ist deshalb anzunehmen, dab das Thyroxin 
schon sehr bald nach dem Eintritt in die Blutbahn in einer Weise 
verindert wird, daB es auf Kaulquappen spezifisch unwirksam wird. 
Das Thyroxin zeigt also in dieser Hinsicht Ahnlichkeit mit dem Adre- 
nalin, das ebenfalls im Blute rasch zerstért wird. 

Nun kénnte allerdings das baldige Verschwinden des Thyroxins 
auch auf rascher Ausscheidung beruhen. Zur Stiitze dieser Auffassungen 
kénnten die Untersuchungen Kendalls!) herangezogen werden, der 
nach mehrmaliger Einspritzung von 200 mg in die Vena saphena eines 
Hundes wahrend der folgenden 50 Stunden den Jodgehalt von Galle 
und Urin bestimmte und dabei feststellte, daB 43 Proz. der Jodmenge 
des injizierten Thyroxins in der Galle und 13 Proz. im Urin ausgeschieden 
wurden. Hinsichtlich des Restes vermutet Kendall, daB er durch die 
Thyreoidea des Tieres aus dem Blute aufgenommen und aufgestapelt 
wurde. In den vorliegenden Untersuchungen konnte aber weder durch 


1) E.C. Kendall, The physiologic action of thyroxin. Endocrinology 
8, 156, 163. 
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die Einwirkung von Galle und Urin, noch durch Verfiitterung der 
Leber der injizierten Tiere eine spezifische Wirkung erzielt werden 
Daraus ist zu schlieBen, daB das Thyroxin nicht als solches, sondern 
nur in verandertem Zustande zur Ausscheidung kommt. 

Die Verfiitterung der Milz der Thyroxintiere hatte eine leichte 
Hemmung der Entwicklung und des Wachstums zur Folge; man kénnte 
versucht sein, diese Erscheinung mit der von mir bei Einwirkung 
sehr stark verdiinnter Thyroxinlésungen beobachteten Umkehr des 
Schilddriiseneffektes in Verbindung zu bringen. Indessen ist aus den 
Untersuchungen Gudernatschs!) bekannt, daB auch die Verfiitterung 
von normaler Milz entwicklungshemmend wirken kann; ich selbst 
fand diese Beobachtung Gudernatschs in anderweitigen Versuchen 
bestatigt. Das Wachstum wurde dagegen bei diesen Fiitterungs- 
versuchen mit normaler Milz nicht gehemmt, sondern eher begiinstigt. 
Es bedarf daher hinsichtlich dieser Wirkung der Milz von Thyroxin- 
tieren noch weiterer Untersuchungen; jedenfalls geht aber schon jetzt 
aus den Versuchen mit Sicherheit hervor, da das Thyroxin nach 
intravenéser Einspritzung in der Milz nicht abgelagert wird, wenigstens 
nicht in unveriindertem Zustande. Nach alledem ist anzunehmen, dab 
das Thyroxin als solches weder durch Phagocytose seitens des reticulo- 
endothelialen Apparates noch durch Exkretionsvorgiinge ausgeschieden 
wird. Die Versuche zeigen vielmehr, da8 im strémenden Blute Stoffe 
vorhanden sind, die das Thyroxinmolekiil in kiirzester Zeit zu veriindern 
und dadurch unwirksam zu machen vermégen. Damit erklart sich 
ungezwungen die Feststellung Kendalls, daB selbst groBe Mengen 
von Thyroxin — Kendall injizierte einer Ziege in einem Falle 230 mg 
auf einmal — bei einmaliger Einfiihrung ohne nennenswerten Effekt 
iiberwunden werden. 

Viel langsamer als im strémenden Blute erfolgte diese Verinderung 
des Thyroxins innerhalb von Kérperhohlen ; denn eine in die Pleurahéhle 
injizierte Thyroxinlésung erwies sich einige Stunden spiter noch als 
spezifisch wirksam. Doch war auch hier eine Abschwachung der Wirkung 
unverkennbar. 

Entzieht sich das Thyroxin aber auch nach mehrmaliger intra- 
vendéser Einspritzung dem biologischen Nachweis? Diese Frage konnte 
infolge der beschrinkten Thyroxinmenge, die mir zur Verfiigung stand, 
noch nicht endgiiltig entschieden werden; immerhin wurden aber 
Anhaltspunkte dafiir gewonnen, daB sich die Zerstérung des Thyroxins 
mit der zunehmenden Zahl der Injektionen verlangsamt. Das nach 
zweimaliger Einspritzung entnommene Blut zeigt noch keine wesentliche 


1) F,Gudernatsch, Feedings experiments on Tadpoles. Amer. Journ. 
Anat. 15. a. 
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Wirkung; dagegen ist nach der dritten Injektion sowohl eine schwache 
Hemmung des Wachstums wie eine leichte Beschleunigung der Ex- 
iremitatenentwicklung festzustellen. Die larvalen Organe werden 
jedoch nicht angegriffen. Auffallend ist, im Zusammenhang mit spater 
zu besprechenden Befunden, eine wahrend der ersten Tage eintretende 
Erhéhung der Mortalitét, die nach ein- und zweimaliger Injektion 
fehlt. Es liegt natirlich nahe, zwischen dieser im Kaulquappenversuche 
erkennbaren verlangsamten Zerstérung des Thyroxins und den nach 
mehrmaliger Einspritzung von Thyroxin eintretenden Erscheinungen 
des Hyperthyreoidismus Beziehungen aufzustellen. Die Zahl meiner 
Versuche erlaubt mir jedoch noch nicht, zu dieser wichtigen Frage 
endgiiltig Stellung zu nehmen. 

Nach den dargelegten Befunden war es natiirlich von Interesse, 
zu untersuchen, ob das Thyroxin auch auBerhalb des Koérpers, in vitro, 
durch die Einwirkung von Blutfliissigkeit in seiner Wirksamkeit be- 
einfluBt werden kann. Bei den diesbeziiglichen Versuchen stellte sich 
heraus, daB die spezifische Wirkung des Thyroxins auf Froschlarven 
schon durch die 5 Minuten lange Einwirkung von frisch entnommenem 
Blute sehr betrachtlich abgeschwaicht wird. Dauert die Einwirkung 
langere Zeit — 1 bis 2 Stunden —, so wirkt die Blutfliissigkeit tiber- 
raschenderweise auf die Froschlarven stark toxisch ein: die Tiere 
sterben meist schon 12 bis 24 Stunden nach Versuchsbeginn ab, bevor 
noch irgendwelche typische Verinderungen zur Ausbildung gelangen 
kénnen. Diese tédliche Wirkung kann sich nicht etwa durch den Ein- 
tritt unspezifischer Faulnisvorginge oder dergleichen erklaren, da die 
Kaulquappen die Einwirkung der gleichen Menge normalen Blutes 
ohne weiteres iiberleben. Auffallenderweise besitzt das nach intra- 
venéser Thyroxineinspritzung entnommene Blut diese toxische Wirkung 
nicht. Erst das Blut dreimal injizierter Tiere iibt, worauf schon oben hin- 
gewiesen wurde, eine, wenn auch viel schwichere toxische Wirkung aus. 

Welcher Natur die durch den Zusatz des Thyroxins in vitro ent- 
stehende toxische Substanz ist, liegt zurzeit noch im Dunkeln. Ver- 
suche, in welchen Serumfliissigkeit und Blutsediment nach Zufiigen 
gleicher Mengen Thyroxins getrennt auf Kaulquappen zur Einwirkung 
kamen, ergaben, daB sie in beiden Fraktionen auftritt, im Sediment 
aber reichlicher als im Serum. Denn in ersterem Falle sterben die 
Tiere noch im Laufe der 24stiindigen Einwirkung ab, bei letzterem 
erstreckt sich die tédliche Wirkung iiber mehrere Tage, und zudem 
nicht auf alle Tiere der Gruppe. Durch Kochen wird die toxische 
Wirkung anscheinend zerstért oder zum mindesten stark abgeschwacht. 
Jedenfalls ist das Thyroxin fiir die Entstehung der toxischen Substanz 
von ausschlaggebender Bedeutung. Denn die Giftigkeit der Fliissigkeit 
steigt mit der Héhe des Thyroxinzusatzes. Sinkt derselbe auf 0,1 mg 
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(immer bezogen auf die Blutmenge einer Ratte), so iiberleben die Tiere 
die Einwirkung. Die giftig wirkende Substanz bildet sich anscheinend 
erst dann, wenn das Blut in uwnverdiinntem, frischem Zustande lédnger: 
Zeit auf die Thyroxinlésung einwirkt. Denn die Tiere blieben am 


Leben, wenn die Einwirkungsdauer zwischen Blut und Thyroxin vor 


dem Zusatz zum Zuchtwasser nur 5 Minuten betrug, obwohl die Menge 
des zugesetzten Thyroxins in beiden Fallen gleich groB war (nimlich 
1 mg) und obwohl die nachfolgende Einwirkungsdauer auf die Kaul- 
quappen tibereinstimmend 24 Stunden wihrte. 

Was die Abschwichung der spezifischen Thyroxinwirkung betrifft, 
so wurde festgestellt, daB sie am stirksten ist, wenn das Blut vor dem 
Zusatz zum Zuchtwasser in unverdiinntem Zustande zur Einwirkung 
kommt. Die abschwachende Wirkung einer bestimmten Blutmenge 
ist um so geringer, je gréBer die Menge des zugesetzten Thyroxins 
ist. So ist der Erfolg, den das Blut einer Ratte auszuiiben vermag, bei 
der Einwirkung auf 1 mg Thyroxin erheblich schwicher als bei Ein- 
wirkung auf 0,1 mg. 

Starkere Verdiinnung des Blutes mit 0,9proz. NaCl-Lésung scheint 
dessen Wirkung auf das Thyroxin zu vermindern. In gleicher Weise 
ist auch der EinfluB des mit 0,9proz. NaCl-Lésung verdiinnten Serums 
geringer als der des unverdiinnten Blutes. 

In einigen Versuchen konnte ferner gezeigt werden, da& auch 
das durch Zentrifugieren gewonnene und mit 0,9proz. NaCl-Lésung 
ausgewaschene Blutsediment den Einflu8 des Thyroxins auf Frosch- 
larven herabzudriicken vermag, und zwar stirker als das mit NaCl- 
Lésung verdiinnte Blutserum. 

Somit ergibt sich, daB sowohl das unverdiinnte Blut, wie auch 
das Blutsediment auch in vitro die spezifische Wirkung des Thyroxins 
abschwiichen. Es ist jedoch itiberaus wahrscheinlich, da8 hierbei nicht 
der gleiche Ursachenkomplex zugrunde liegt. So spricht manches 
dafiir, da& die Wirkung des Blutsedimentes auf Absorption beruht, 
insofern die mit NaCl-Lésung gewaschenen Blutkérperchen ahnlich 
wie Kohle, Kaolin oder dergleichen das in Lésung befindliche Thyroxin 
beim Schiitteln mehr oder weniger vollstindig absorbieren, so daB 
nur der allenfalls in Lésung gebliebene Rest und das durch Fressen 
von Blutkérperchen aufgenommene Thyroxin zur Wirkung kommt. 


Dagegen diirfte der bei Einwirkung von frischem, unverdiinntem 
Blute oder von Serum wie auch der im Kreislauf selbst eintretende 
Vorgang vorwiegend chemischer Natur sein: das Thyroxin wird dabei 
durch den Einflu8 bestimmter Substanzen unwirksam gemacht. In 
welcher Weise dies erfolgt, soll Gegenstand weiterer Untersuchungen 
sein. Méglicherweise kommt dabei den Ca-Ionen des Blutes eine ge- 
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wisse Bedeutung zu, worauf das von Leicher) festgestellte Verhalten 
des Calciumgehaltes des menschlichen Blutserums bei Thyreoidin- 
behandlung, bei Basedow und Myxédem hindeutet. 

Es liegt nahe, aus den vorliegenden Untersuchungen auch einige 
Folgerungen fiir die Physiologie und Pathologie der Tatigkeit der 
Schilddriise wie auch anderer inkretorischer Organe zu ziehen. Denn 
sie lassen erkennen, daB die Einstellung der Inkretmengen auf den 
fir den Organismus giinstigen Umfang nicht einzig und allein durch 
eine Beeinflussung der Driisenzellen im Sinne einer erhéhten oder 
verminderten Sekretabgabe zu erfolgen braucht. Mindestens ebenso 
bedeutsam ist ein im Blute vorhandener Regulationsmechanismus, 
durch den die in das Blut abgegebenen Inkrete der einzelnen Driisen 
auf das fiir den harmonischen Ablauf der Funktionen giinstige Optimum 
abgestimmt werden, ein Vorgang, der sowohl durch Bindung wie Zer- 
stérung des Inkretes erfolgen kann. 


Die Anwesenheit einer inkretorischen Driise im Organismus 
garantiert demnach noch nicht deren volle Wirkung, da das von ihr 
sezernierte Inkret durch den im Blute vorhandenen Regulations- 
mechanismus zerstért werden kann, bevor es noch charakteristische 
Wirkungen hervorzurufen vermochte. Damit sie diese durch ihr Inkret 
voll entfalten kann, ist es vielmehr unter anderem nétig, daB die Blut- 
fliissigkeit auf dasselbe entsprechend eingestellt ist. Von diesem Gesichts- 
punkte aus lassen sich viele Erscheinungen auf dem Gebiete der inneren 
Sekretion, deren Deutung zurzeit Schwierigkeiten bereitet — ich 
erinnere insbesondere an Fragestellungen, die mit der periodischen 
Wirkung der Geschlechtsdriisen zusammenhingen —, dem Verstandnis 
naher bringen. 

Daraus ergibt sich aber weiterhin, daB Disharmonien im inkre- 
torischen System nicht immer auf einer primiren Erkrankung des 
Entstehungsortes eines Inkretes, auf einer zu reichlichen oder zu ge- 
ringen Inkfetabgabe in den Kreislauf zu beruhen brauchen, sondern 
in gleicher Weise auch durch ein Versagen des Regulationsmechanismus 
bedingt sein kénnen, sei es, daB das betreffende Inkret im Blute zu 
rasch oder zu langsam inaktiviert wird. Bei langerer Dauer dieser 
Schidigung werden dadurch wohl auch sekundire Veranderungen in 
der Driise selbst veranlaBt werden. Eine weitere Frage, die durch die 
in den vorliegenden Versuchen beobachtete Entstehung toxischer 
Substanzen angeregt wird, ist die, wieweit eine solche auch im kreisenden 
Blute bei Erkrankungen eintreten kann. Es ist beabsichtigt, in weiteren 
Versuchen zur Klarung dieser Probleme beizutragen. 


1) H. Leicher, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 141, 85—116, 1922. 














B. Romeis: Thyroxin. III. 


Zusammenfassung. 

1. Das einem Tiere wenige Minuten nach einer einmaligen intra 
venosen Einspritzung einer Thyroxinlésung cntnommene Blut ruft in 
Kaulquappenversuch keinen Schilddriiseneffekt hervor. In gleiche: 
Weise ist auch die Einwirkung von Leber, Galle oder Harn diese: 
Tiere ohne spezifische Wirkung. Das Ergebnis wird in der Weise ge- 
deutet, daB das Thyroxin nach einmaliger Einspritzung durch einen 
im strémenden Blute vorhandenen Regulationsmechanismus sehr rasch 
verindert und unwirksam gemacht wird. 

2. Durch mehrstiindiges Verweilen in einer Kérperhéhle wird die 
charakteristische Wirkung der Thyroxinlésung gleichfalls deutlich ver- 
mindert; die Abschwachung ist jedoch geringer als bei Injektion in 
die Blutbahn. 

3. Im Blute von Tieren, bei welchen die intravenése Injektion 
von Thyroxin in mehrtagigen Zwischenraumen 6fters wiederholt wird, 
scheint die Zerstérung des Thyroxins allmahlich langsamer und un- 
volistiindiger vor sich zu gehen. 

4. Eine sehr deutliche Abschwachung der spezifischen Wirkung 
einer Thyroxinlésung 1aBt sich auch auBerhalb des Organismus, in 
vitro, dureh kurzdauernde Eimwirkung frisch entnommenen Blutes 
erzielen. Der Erfolg ist am starksten bei Verwendung unverdiinnten 
Blutes. Er ist um so geringer, je groBer die Menge des zugesetzten 
Thyroxins ist. 

5. Dauert die Einwirkung des Blutes auf die Thyroxinlésung in 
vitro | bis 2 Stunden, so wirkt der Zusatz dieses Blut -Thyroxingemisches 
zum Zuchtwasser auf Kaulquappen stark toxisch. 

6. In geringerem MaB8e als durch unverdiinntes Blut wird die 
spezifische Wirkung des Thyroxins durch die Einwirkung von ver- 
diinntem Blutserum abgeschwicht. Starker wirkt das Schiitteln mit 
ausgewaschenen roten Blutkérperchen; im letzteren Falle diirfte es 
sich um einen Resorptionsgang handeln. 

7. Die Ergebnisse der Versuche lassen auf einen im Blute vor- 
handenen Regulationsmechanismus schlieBen, durch den die in das 
Blut abgegebenen Inkretmengen der einzelnen Driisen auf das fiir den 
harmonischen Ablauf der Funktionen giinstige Optimum abgestimimt 
werden. 
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Uber das Flockungsoptimum 
der durch Essigsiure fallbaren Substanz des Tuberkulins. 


Von 
Erich Gabbe. 
(Aus der medizinischen Klinik Lindenburg der Universitat K6ln.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1923.) 


Bei dem Versuche, die wirksame Substanz des Tuberkulins zu 
isolieren, fiallte Robert Koch (1) aus dem Tuberkulin durch 60proz. 
Alkohol eine Substanz aus, die auf Grund ihrer Eigenschaften als 
Eiwei8kérper angesprochen wurde. In der als ,,gereinigtes Tuberkulin“ 
bezeichneten wiisserigen Lésung dieses K6rpers rief Essigsiure eine 
starke Triibung bis zu geringem Niederschlage hervor, der aber bei 
weiterem Zusatz von Essigsiure wieder verschwand. Im folgenden 
soll tiber physikalisch-chemische Untersuchungen dieser durch Essig- 
siure fillbaren Substanz des Alttuberkulins berichtet werden; dieselben 
wurden angeregt durch ahnliche Versuche, die mit dem ebenfalls durch 
Essigsiure faillbaren Tuberkuloprotein von Toenniessen (2) von uns an- 
gestellt wurden [vgl. Gabbe (3)]. 


1. Flockungsoptimum und isoelektrischer Punkt des Stoffes. 


Es wurde so vorgegangen, wie Michaelis und Rona (4) zur Bestimmung 
des Flockungsoptimums des denaturierten Serumalbumins verfuhren. Das 
Tuberkulin wurde mit der zwei- bis vierfachen Menge Wasser und diese 
Lésung noch zehnfach mit einem Acetatpuffergemisch verdiinnt, welches 
so viel Natriumacetat enthielt, da8 dessen Konzentration nach derVerdiinnung 
m/100 war. Die Menge der Essigsiure wurde von einem Roéhrehen zum 
anderen auf das Doppelte erhéht. Die Wasserstoffzahlen (p,,) der einzelnen 
Réhrchen umspannten einen Bereich von py 5,3 bis py 2,8. Um Tuberkulin 
zu sparen, wurden die Réhrchen in der Gesamtmenge von 1 ccm angesetzt. 
Die Wasserstoffzahlen wurden in der iiblichen Weise berechnet und an zwei 
bis drei Proben jeden Versuchs stets elektrometrisch gemessen ; hierzu wurde 
die betreffende Probe in der zur Messung bendtigten groéBeren Gesamtmenge 
angesetzt. Zur Verwendung kam das ,,Alt-Tuberkulin’ (Héchster Farb- 
werke) und das ,,diagnostische Tuberkulin nach Moro“ (E. Merck-Darmstadt). 
Uber die Resultate berichtet Tabelle I. 
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Tabelle I. 
Flockung von Tuberkulin bei verschiedener Wasserstoffzahl. 
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Die Versuche 1, 2 und 3 
zeigen, daB die beiden Tuber- 
kulinsorten im Bereiche von 
Pu 4,2 bis py 3,9 eine Trii- 
bung darbieten, welche nach 
kurzer Zeit zur Flockung 
fiihrt, dieselbe nimmt bei Ver- 
minderung oder Erhéhung des 
pu in gleicher Weise allmahlich 
ab bis zum vélligen Ver- 
schwinden. 

Versuch 4 und 5 wurden 
mit der auf folgende Weise iso- 
lierten Substanz dargestellt: 
10,0 cem Tuberkulin wurden mit 
490 cem Acetatgemisch von 
Py 4,1 (Gehalt an Natrium- 
acetat m/100) verdiinnt, der 
sich bildende  Niederschlag 
wurde nach zehnstiindigem Ste- 
hen abzentrifugiert, die Fliissig- 
keit abgegossen, der Bodensatz 
einmal mit obigem Acetatge- 
misch gewaschen, wieder zentri- 
fugiert, sodann der Bodensatz 
nach AbgieBen der Fliissigkeit 
unter Zufiigen von einigen 
Tropfen n/10 NaOH in Wasser 
gelést und die Lésung mit 
n/10 HCl gegen Lackmus neu- 
tralisiert. Die Saurefillung 
wurde alsdann in derselben Weise 
noch zweimal wiederholt, der 
Riickstand wieder gelést und 
die Lésung auf 10,0 ccm auf- 
gefiillt. Die Fliissigkeit war 
dann nur noch ganz schwach 
gelblich gefairbt. Mit der vier- 
fachen Verdiinnung dieser Lé- 
sung wurde der EiweiSgehalt 
nach der von Mestrezat (5) fiir 
den Liquor cerebrospinalis an- 

gegebenen _,,diaphanometri- 
schen** Methode — diese hat 
sich uns an gewichtsanalytisch 
kontrollierten Eiwei$lésungen 
und am Liquor cerebrospin. gut 
bewahrt — bestimmt. Die zu 
den Versuchen angegebenenMen- 
gen der Substanz beziehen sich 
auf die so gewonnenen Werte. 
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Nach Versuch 4 und 5 stimmt das Flockungsoptimum der auf 
obige Weise gereinigten Substanz mit dem des unverinderten Tuber- 
kulins gut iiberein. Michaelis und Rona (4) sowie Michaelis und 
Pechstein (6) haben fiir mehrere Eiweibkérper den Nachweis geliefert, 
daB das Saurefallungsoptimum zusammenfallt mit dem isoelektrischen 
Punkte der Substanz. Die weiteren Versuche waren daher darauf 
gerichtet, zu ermitteln, ob das gleiche fiir die hier untersuchte Substanz 
zutrifft. 

Zu diesem Zwecke wurden Tuberkulinverdiinnungen mit Acetat- 
gemischen wie in den ersten Versuchen angesetzt, jedoch in kleinerem 
Bereiche der py, der Lage des Flockungsmaximums entsprechend und 
mit feinerer Abstufung der Wasserstoffzahlen; die Menge der Essigsiure 
bildete in den einzelnen Proben eine Reihe mit dem Quotienten 1,25. 
Die Wanderungsrichtung im Potentialgefille wurde in dem _ von 
Michaelis (7) angegebenen Apparat fiir mikroskopische Kataphorese 
festgestellt unter genauer Beachtung der durch die Elektroendosmose 
hervorgerufenen Flissigkeitsstr6mungen. 

In den Versuchen 6 und 7 (vgl. Tabelle Il) wurde der isoelektrische 
Punkt der mikroskopisch sichtbaren Fléckchen bei pg 4,10 gefunden mit 
der MaBgabe, daB die Teilchen bei py 4,19 negativ und bei pg 4,00 positiv 
geladen waren. Der isoelektrische Punkt fallt demnach mit dem Flockungs- 
optimum zusammen. Mit der Feststellung des isoelektrischen Punktes 
ist das Verhaltnis der mittleren Saurestirke (k,) zur mittleren Basenstirke 
(ky) der Substanz gegeben; diese fiir jede EiweiBart charakteristische 
h 


—_ 
> 7 a 
Konstante kann nach der Formel J = |/ -"k,, berechnet werden 
i * 
b 


[Michaelis und Rona (4)]; in dieser bedeutet J die pg des isoelektrischen 
Punktes, k, die Dissoziationskonstante des Wassers. Hiernach ergibt 
die Berechnung der Saurebasendissoziationskonstante der hier unter- 
suchten Substanz den Wert 6,3 . 10°. 


Tabelle II. 
Kataphoretische Versuche zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes. 





Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5 

Nr. Essigsaure:Natriumacetat ,, 2,62 3,28 4,10 5,12 6,40 
Pr (elektrometrisch) 4,29 4,19 4,10 4,00 3,87 

| ( Pas emis a aie a 

6 | Alt-Tuberkulin 1:50 — — schw. + + +. 
—_ — yi += + 

7 siiurefallbare Substanz | aa ai? 4 4 


_ schw. + 


20 mg-Proz. ne aa pa wl 


— anodische, + kathodische Wanderungsrichtung. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 34 
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526 E. Gabbe: 


Hier sei einiges tiber Vorkommen und Eigenschaften der Substanz 
angefiigt. In Tuberkulinproben mit verschiedenen Herstellungs- 
nummern schwankte der auf die oben angegebene Weise ermittelte 
Gehalt an siurefallbarer Substanz zwischen 1,2 und 3, Prom. In 
einem Falle wurde der Gehalt von 10,0 cem Tuberkulin zu 1,8 Prom. 
gewichtsanalytisch ermittelt. 

Die Mehrzahl der EiweiBreaktionen fiel mit der Substanz positiv 
aus, wie folgende Ubersicht zcigt: 

Boohprobe <i. 
Hellersche Ringprob 
Ferrocyankali-Essigsiure. 
Trichloressigsiure 
Biuretreaktion . : 
Xantoproteinreaktion . 
Millonsche Reaktion . 
Adamkiewiczs Reaktion . 
Liebermannsche Reaktion . ; 
Neubauer und Rohdes Reaktion 
Arnolds Reaktion. 


++1++++4+4 


| + 


Wir sind daher wohl berechtigt, die Substanz den EiweiSkérpern 
zuzurechnen. Die spezifische Wirksamkeit des Stoffes haben wir in 
der Weise gepriift, daf wir Kranken mit Lungentuberkulose die Sub- 
stanz in hoher Verdiinnung, und zwar je 0,1 cem intrakutan injizierten 
zugleich mit entsprechenden Tuberkulinverdiinnungen ; dabei ergab sich, 
daf eine Lésung des isolierten TuberkulineiweiBes 1:10 Millionen 
etwa ebenso stark wirkte wie eine Tuberkulinverdiinnung 1 : 10000. 

Es mége hier noch ein Versuch angefiigt werden, der zeigt, daB 
Fallungsoptimum und isoelektrischer Punkt des siurefillbaren Tuber- 
kulineiweiBes in ihrer Lage mit denselben Punkten des von T'oenniessen (2) 
aus Tuberkelbazillen dargestellten Tuberkuloproteins iibereinstimmen. 


Tabelle III. 


Versuch 8. Flockungsoptimum und isoelektrischer Punkt von Tuberkulo- 
protein — Toenniessen. 











Réhrchen Nr.) 1 | 2 $478 5 6 | 7 8 9 10 | 


| oo 
ie_§ 
isa2 
Essigsaure : Na-Acetat | 0,2 | 0,41 | 0,82) 1,64) 3,28 | 65 | 13,0 | 260) 52,0 | 104,0 | 238 
Pu} 53 | 51 | 48 | 45 4,2 3,9 36 | 33| 31) 28 | % "s 


Tuberkuloprotein 0 P+] +] ++ (441404) +14] 07 % 
(Toennivssen) | 


0 
20mg-Proz.. ../ 0 | 0 | + ++i +++|x xi+++i++] + | 9 | 10 
Kataphorese . — It—) + | | | 


Bedeutung der Zeichen wie in Tabelle I und II. 

Da die hier festgelegten Eigenschaften scharf bestimmbar sind, 
und wir andererseits Eiwei®kérper, die den isoelektrischen Punkt bei 
derselben py aufweisen, nicht kennen, so liegt die Vermutung nahe, 
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daB die beiden Koérper identisch sind; es wiirde dies allerdings nicht 
in Einklang stehen mit der Ansicht Toenniessens, dab der von ihm aus 
den Bazillen direkt isolierte EiweiBk6rper im Alttuberkulin nicht ent- 
halten sei; indes gelangte auch Blum (8) auf Grund von klinischen 
Beobachtungen iiber das Wiederaufflammen friiherer Reaktionsstellen 
von Alttuberkulininjektionen nach Injektionen von Tuberkuloprotein 
zu der Annahme, da letzteres im Tuberkulin enthalten sei. Allerdings 
ist dieser SchluB nicht zwingend, wenn die Ansicht Ruppels (9) zu 
Recht besteht, nach der ein und derselbe Tuberkulingiftkern chemisch 
verschiedenen Substanzen des Tuberkelbazillus gemeinsam sein soll. 
Gegen die Annahme einer Identitait von siurefalibarer Substanz des 
Tuberkulins mit Tuberkuloprotein kann aber, wie unsere Versuche 
zeigen, auch nicht der Befund von Léwenstein und Pick (10) angefihrt 
werden, daB im Alttuberkulin eine spezifisch wirksame und zugleich 
biuretnegative Substanz enthalten ist. Dieser Nachweis deutet ja nur 
darauf hin, daB neben dem siaurefallbaren Eiweif auch noch andere 
spezifisch wirksame Stoffe im Alttuberkulin enthalten sind. 

Uber Versuche, welche den Einflu8 von Salzen auf die Flockung 
zum Gegenstand hatten, sei hier nur kurz berichtet; sie zeigten, dal 
die Salze in ahnlicher Weise auf die Flockung des Tuberkulineiweibes 
von Ejnflu8 sind, wie das von anderen EiweiBkérpern bereits bekannt 
ist. Es fand sich sowohl eine Verminderung der Flockungsintensitat, 
besonders bei den Salzen mit einwertigen Ionen, wie auch eine Ver- 
schiebung der Flockung nach der weniger sauren oder starker sauren 
Seite, besonders durch mehrwertige Ionen, die als Folge der verschie- 
denen Adsorbierbarkeit der betreffenden Ionen aufgefaBt werden kann. 
Eine ahnliche Wirkung der Salze wurde von Michaelis und v. Szent- 
Gyérgyi (11) bei der Ausflockung des Caseins gefunden. 


2. Der Einflu8 von Lecithin auf die Flockung. 

Es war noch von Interesse, den EKinfluB von Lecithin auf die 
Flockung des TuberkulineiweiBes kennenzulernen, und zwar im Hin- 
blick auf die Méglichkeit einer Verwertung unserer Befunde bei der 
Serodiagnostik der Tuberkulose. 

In neuerer Zeit sind von verschiedenen Seiten gerade die mehr oder 
weniger rein dargestellten EiweiBkorper der Tuberkelbazillen zu Komplement- 
bindungsversuchen oder die entfetteten Bazillen zu Agglutinationsversuchen 
empiohlen worden [Wassermann (13), Fornet (12)], so daB die Verwendung 
eines Stoffes mit so gut definierbaren physikalischen Eigenschaften, 
wie sie der hier untersuchte Koérper aufweist, bei serodiagnostischen Unter- 
suchungen an Tuberkulésen naheliegt. Wassermann (13) hat jiingst darauf 
hingewiesen, daB die Komplementbindungsmethode bei Verwendung eines 
durch Entfetten von Tuberkelbazillen mit Tetralin hergestellten Antigens 
dann wesentlich bessere Resultate liefert, vor allem auch in klinischer 
Hinsicht, wenn dem zu untersuchenden Serum Lecithin zugesetzt wird. 

34* 









































































528 E. Gabbe: 
Die Versuche 9 bis 15 (Tabelle IV) zeigen deutlich, daB das Lecithin 
(LZ. Merck) die Siurefillung des TuberkulineiweiBes verstarkt; bei Ver- 
wendung einer Eiweifkonzentration, die an sich schon geringe Flockung 
im optimalen Bereich der py bedingt, ist die Flockung nach Lecithin- 
zusatz wesentlich stiarker (Versuch 9 und 10); wird das EiweiB in so 
geringer Konzentration verwandt, dab bei py 4,1 eine Triibung der 
Flissigkeit noch nicht zu erkennen ist, so kommt es nach Zusatz von 
Lecithin zu ausgesprochener Flockung (Versuch 13); diese tritt nicht 
auf, wenn das Lecithin allein bei den gleichen Wasserstoffzahlen unter- 
sucht wird; nur die Réhrchen mit den héchsten angewandten Wasser- 
stoffzahlen lassen auch eine Triibung erkennen, die auf das Lecithin 
allein zu beziehen ist (Versuch 11); die pq dieser Réhrehen nihert sich 
stark dem Fillupgsoptimum des Lecithins, das bei unserem Priaparat 
in naher Ubereinstimmung mit Feinschmidt (14) bei py 2,8 gefunden 
wurde. 

AuBer dieser Verstaérkung der Flockung des TuberkulineiweiBes 
durch Lecithin tritt in den Versuchen aber noch eine Verschiebung 
des Optimums nach der sauren Seite zutage. Das gleiche wird auch 
durch die folgenden Versuche fiir den isoelektrischen Punkt bewiesen. 

Es liegt wohl nahe, diese Befunde so zu deuten, daB das ausfallende 
Eiwei8 das Lecithin, mit dem es vielleicht schon in der Lésung Ad- 
sorptionsverbindungen eingeht, aus der Lésung mitreiBt; dabei werden 
die Fallungseigenschaften des EiweiBes durch die des Lecithins modi- 
fiziert. Das Resultat der Wechselwirkung zwischen dem Eiweif und 
Lecithin ist hier ein ganz anderes wie in den Versuchen von Fein- 


Tabelle IV. 
EinfluB8 von Lecithin auf die Flockung von TuberkulineiweiB. 
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SSE 86) 53 151) 48) 45 4,2 3,9 3,6 3,3 31 

= £ _ _& = —— = = —e — | — — ra arr ——<—<—<——— 1 = = 
o/s | OO; +) +) ++] xx | xx | x | +4] + 
10,18 10/0 + ++ 44+ «xxx! xx «x x) +4+4/+4+ (4+) ++ 
11) 0 20 0 0 0 0 0 0 ee i ee + | ++ 
12! 18; 0} 0 0 0 0 0 0 arn 0 0 
13/| 18/20/ 0/010 “f- eh xx [xxx] «KK [+++ 
14) 36; 070; 0;/+4/ + + | + Ghd ek 0 
16) 36; 20/ 0,0 > +) ++ xx | Xxx +++) +++ 44+ 


0: Lésung klar; + bis +++: schwache bis starke Triibung; x bis 
xX X X X: sehwache bis vollstindige Flockung. 


') Acetatpufferung mit n/100 Natriumacetatgehalt wie in den Ver- 
suchen | bis 5. 


Ablesung in allen Versuchen nach 2 Stunden. 
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Tabelle V. 


Verschiebung des isoelektrischen Punktes durch Lecithin. 





Roébrchen Nr. 1 2 3 4 5 
Nr. |! Essigsaure : Natriumacetat 15,6 19,5 24,4 30,5 38,1 
Py (elektrometrisch) 3,72 3,59 3,49 3,40 3,29 
TuberkulineiweiB 1,8 mg-Proz. — a - | 
Lecthm «..2) «IO 5 ome t + + 
(schw. +) 
TuberkulineiweiB 1,8 mn ~— — “an + -}. 
Lecithin a i te 20 ” a — schw. + ¥ - 


—: anodische; +: kathodische Wanderungsrichtung. Acetatpufferung 


mit n/100 Natriumacetatgehalt. 


schmidt (14), in denen das Fallungsoptimum des Lecithins durch einen 
geringen Serumzusatz stark nach der weniger sauren Seite verschoben 
wurde; der Unterschied ist wohl durch die stark abweichenden Eigen- 
schaften der betreffenden wirksamen EiweiSkérper bedingt. Da auf 
den Zustand des Lecithins der Salzgehalt der Lésung von groBem 
linfluB ist [Porges und Neubauer (15)], so muB sich dieser auch bei 
der Flockung von Tuberkulineiwei8 + Lecithin geltend machen. Zu- 
nehmender NaCl-Gehalt verstairkt z. B. die Flockungstendenz des 
Lecithins, vermindert jedoch im Bereiche der physiologischen Salz- 
konzentration die Flockung des EiweiBes; sind EiweiB und Lecithin 
zusammen in der Lésung, so ist das Ergebnis die Resultante 
dieser beiden gegensiitzlichen Wirkungen; beriicksichtigt man, dai 
das Ergebnis durch Variation der Mengen der einzelnen Kolloide 
weiter stark verindert werden mu8, so geht aus diesen Uberlegungen 
hervor, wie mannigfach die Einfliisse sind, die in derartigen Systemen 
zur Geltung kommen und die bei serologischen Versuchen in Rechnung 
zu stellen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Die aus Tuberkulin durch Acetatgemische von py 4,8 bis 3,1 
faillbare Substanz hat ein Siurefillungsoptimum und einen isoelek- 
trischen Punkt bei der Wasserstoffzahl py 4,10. Mit der so darstellbaren 
Substanz fallen die meisten EiweiBreaktionen positiv aus. 

2. Anorganische Salze vermindern entweder die Flockung dieser 
Substanz oder verschieben bei Vorhandensein stark adsorbierbarer 
Ionen das Flockungsoptimum. 

3. Lecithin verstairkt die Flockung des siurefillbaren Tuberkulin- 
eiweiBes und verschiebt den isoelektrischen Punkt desselben nach der 
sauren Seite. 
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Uber die Beeinflussung der Senkungsgeschwindigkeit 
der Erythrocyten durch einige Elektrolyte. 


Von 
G. Ehrismann. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Greifswald.) 


(Eingegangen am 31, Juli 1923.) 


Die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen ist nach 
den experimentellen Forschungen der letzten Jahre, die wir besonders 
der Héberschen Schule!) verdanken, abhingig von der Gréfe des 
elektrischen Adsorptionspotentials, das den Blutkérperchen von den 
adsorbierbaren EiweiBionen des Plasmas aufgenétigt wird. Die Suspen- 
sionslabilitat der roten Blutkérperchen wird demgemi8 stark beeinfluBt 
werden durch Anderungen des die Zelle umgebenden Milieus. Es war, 
entsprechend der starken Einflu8nahme von Ionen auf EiweiBkérper, 
daher von vornherein anzunehmen, daB die Senkungsgeschwindigkeit 
roter Blutkérperchen in einem Elektrolytmilieu wechselnder Ionen 
sich von der Art der anwesenden Ionen abhingig zeigt. 

In Versuchen, die ich auf Anregung von Herrn Prof. H. Straub 
anstellte, sollten diese Ioneneinfiiisse niher verfolgt werden. 

Untersucht wurden einerseits native und andererseits gewaschene, 
also in ihren Oberflichenkolloiden beeinfluBte rote Blutkérperchen des 
Menschen. Die Waschung geschah teils mit verschiedenen Elektrolyten, 
teils mit Anelektrolyten. Gepriift wurden (als Na-Salze) die Anionen 
CNS, Cl, SO,, NO,, Br, J; von den Kationen wurden (als Chloride) 
untersucht Na, K, Rb, Cs, Mg, Ca, Sr, Ba. Alle Salzlésungen waren 
méglichst genau auf J = —0,56° eingestellt. Das mittels AderlaB- 
kaniile aus der Vena cubitalis entnommene Blut wurde durch Schlagen 
defibriniert und das Serum scharf abzentrifugiert und abgehoben. 
Darauf kamen die Blutkérperchen in 4/,,cem kalibrierte Senkungs- 
réhrechen von lcm Durchmesser und wurden in diesen mit der zu 
untersuchenden Salzlésung gut umgeschiittelt. Abgelesen wurde nach 
gegebenen Zeiten die tiber den gesenkten Blutkérperchen stehende 


1) Héber, Jahreskurse fiir arztliche Fortbildung 1923, Januarheft, S. 3. 
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Fliissigkeitsschicht in Kubikmillimetern. Es erwies sich am vorteil. 
haftesten, wenn auf 9 ccm Salzlésung 1 ccm Blutkérperchen genommen 
wurde. Verwendet man mehr Blut, so geht die Senkung langsamer 
vonstatten und auftretende Unterschiede werden kleiner, nimmt man 
weniger Blut, so wird die Absetzungslinie der sich senkenden Erythro- 
eyten unscharf, ehe sichere Unterschiede vorhanden sind. Aus dem 
zuletzt erwihnten Grunde wurde auch die Ablesungsdauer nicht langer 
als 4 Stunden fortgesetzt. 

In kurzen Ziigen wiedergegeben, wurden mit dieser Methodik 
folgende Ergebnisse gewonnen: Wurden native rote Blutkérperchen 
in Rohrzucker- und in NaCl-Lésung suspendiert, so zeigte sich in der 
Rohrzuckersuspension die Senkungsgeschwindigkeit um das Zehnfache 
beschleunigt gegeniiber der Senkung in NaCl-Lésung (Tabelle 1) 
In Elektrolytlésungen ergab sich fiir die Anionen, daB CNS gegeniiber 
Cl beschleunigt auf die Senkung nativer roter Blutkérperchen wirkte, 
SO, und NO, mit Cl wirkungsgleich waren, wihrend Br und J die 
Senkungsgeschwindigkeit verlangsamten. Die Reihe lautet somit, ge- 
ordnet nach absteigender Senkungsbegiinstigung: 

CNS > NO, = 8O, = Cl>Br> J (Tabellen IV und VIII). 


Kin verschiedener Einflu8 der Kationen der ersten Reihe des perio- 
dischen Systems auf die Senkung war nicht nachzuweisen (Tabelle X11), 


bei Untersuchung der Kationen der zweiten Reihe des periodischen 
Systems ergab sich eine deutliche verlangsamende Wirkung dieser 
Tonen, und zwar nach folgender Reihe (wiederum nach absteigender 
Senkungsbegiinstigung) : 

(Na >) Ca > Sr > Ba > Mg (Tabelle XVI). 


Die Waschung der roten Blutkérperchen in Elektrolytlésungen 
erwies sich durchweg von kaum erkennbarem EinfluB auf ihre Senkungs- 
geschwindigkeit (Tabelle IT, V, VI, IX, X, XIII, XIV, XVII und XVIII). 
Die absoluten Werte der Senkungsgeschwindigkeit dieser Versuchs- 
reihen sind identisch mit denen der letzten Gruppe oder nur innerhalb 
der bei verschiedenen Blutproben unumgiinglichen normalen Schwan- 
kungen von ihnen verschieden. Auch die relativen Unterschiede in 
der Anionen- und Kationenreihe sind mit auffallender Genauigkeit 
festgehalten. Dabei war es ohne EinfluB, ob die vorherige Waschung 
in Na,SO,, dem nach Hamburger!) eine die osmotische Resistenz am 
giinstigsten erhaltende Eigenschaft zukommt, oder ob sie in dem 
spiteren Suspensionsmittel erfolgte. Es ist daraus zu schlieBen, daB 
die verhaltnismaBig kurze Verweildauer der roten Blutkérperchen in 
dem besonderen Suspensionsmittel, wie sie wihrend der eigentlichen 


1) Hamburger, diese Zeitschr. 129, 162, 1922. 
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Senkungsgeschwindigkeitspriifung stattfindet, durchaus geniigt, um 
das Maximum der spezifischen Ionenwirkung zur Geltung zu bringen. 
Der einzige und offenbar nicht prinzipielle Unterschied bestand, darin, 
daB nach 4 Stunden die Blutkérperchen sich in CaCl,- und SrCl,- 
Lésung gleich schnell gesenkt hatten. 

Von diesem Verhalten bei der Waschung mit Elektrolytlésungen 
weicht die Beeinflussung der Senkungsgeschwindigkeit durch An- 
elektrolytwaschung (mit Rohrzucker) insofern ab, als es unter dem 
ladungsvermindernden Einflu8 der Rohrzuckerwaschung gelingt, auch 
innerhalb der ersten Reihe des periodischen Systems Unterschiede in 
der Kationenwirkung herauszubringen. Es findet sich wieder im Sinne 
absteigender Senkungsbegiinstigung geordnet die Reihe: Na >K 
> Rb > Cs (Tabelle XV). 

Es soll der Hinweis nicht unterbleiben, daB in der Ionenfolge 
nicht die Kationenreihe der Hofmeisterschen Versuche eingehalten ist, 
die sich bei so vielen biologischen Vorgangen wiederfindet, sondern 
die Atomgewichtsreihe erweist sich hier giiltig, — Die Rejhen bei 
Rohrzuckerwaschung sind also (nach absteigender Senkungsgeschwin- 
digkeitsbegiinstigung) : 

Rohrzucker > Na (Tabelle IIT), 

CNS> NO, = 80,=Ci > Br> J (Tabellen VII und X1), 

Na > K > Rb > Ca> Sr> Ba = Cs > Mg (Tabellen XV u. XIX). 

Ist man nun berechtigt, die gefundenen Reihen lediglich auf physi- 
kalisch-chemische Einfliisse zuriickzufiihren? Kann das wechselnde 
spezifische Gewicht der einzelien Lésungen auBer acht gelassen werden ? 
Unter Vernachlissigung des Wassergehaltes der verwendeten Sub- 
stanzen berechnen sich aus den Gewichtsprozenten die Schwankungen 
des spezifischen Gewichtes fiir die Anionenreihe in einem Bereich 
zwischen 1,009 (NaCl) und 1,026 (NaJ), fiir die Kationenreihe zwischen 
1,009 (NaCl) und 1,041 (CsCl). Da die Blutkérperchen nach Analysen 
Schmidts (zitiert nach Bunge, Lehrbuch der Physik, 1901) eine Dichtig- 
keit um 1,088 haben, werden besonders bei den hochatomigen Auf- 
schwemmungsfliissigkeiten die Unterschiede des spezifischen Gewichtes 
fiir die Frage der Senkungsgeschwindigkeit sich bemerkbar machen 
kénnen. Es ist aus der Giiltigkeit der Anionenreihe zu erkennen, dab 
Schwankungen des spezifischen Gewichtes bis 1,026 offenbar in ihrer 
GréBenordnung gegeniiber den in Betracht kommenden physikalisch- 
chemischen LEinfliissen vernachlissigt werden kénnen. Umgekehrt 
wird man die Abweichung der gefundenen Kationenreihe von der 
Hofmeisterschen Reihe mit dem gréBten Schwanken des spezifischen 
Gewichtes in der Kationenreihe in Beziehung bringen miissen; es ist 
wahrscheinlich, daB insbesondere die beobachtende Endstellung des Cs 
auf diese Weise ihre Erklirung findet. 
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Zusammenfassend kann man also von einer sicheren und typischen 
Beeinflussung der Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten durch 
Anionen und Kationen sprechen. Die zwar kleinen Unterschiede traten 
auch bei Wiederholung der Versuche stets deutlich hervor und erhoben 
sich einwandfrei tiber die methodisch bedingten Schwankungen zwischen 
einzelnen Versuchen. 

Bringt man diese hier gefundenen Beeinflussungen der Senkungs- 
geschwindigkeit durch Ionen in Zusammenhang mit den von fritheren 
Untersuchern niedergelegten Resultaten, so begegnet man teils gegen- 
siitzlichen, teils mehr oder weniger iibereinstimmenden Reihen. 

Gyorgy) vermochte einen Einflu8 von Elektrolyten und der meisten 
von ihm verwendeten Anelektrolyte auf die Senkungsreaktion nicht fest- 
zustellen. Die Elektrolyte untersuchte er meist in n/7 Lésung. Die Ver- 
diinnungen hatte er mit 8proz. Rohrzuckerlésung hergestellt. Er hatte 
hiermit wohl kein optimales Verhiltnis zwischen Erythrocyten und Sus- 
pensionsmittel. Demgegeniiber konnte Runnstrém?), der die Ionenwirkung 
zur Verstarkung der Agglutination in einem Mannit-Gelatinegemisch beob- 
achtete, eine typische Reihe finden. Nach absteigender Agglutinations- 
begiinstigung lautet sie: CNS > J > NO, > Br>Cl> SO,, wobei SO, 
nicht immer dieselbe Stellung einnahm. Wurde die Menge der Gelatine 
auf ein Drittel herabgesetzt, so trat eine Umkehrung der Reihe ein. Ab- 
weichend von meinen Reihen ist besonders die Stellung des CN S8, das bei 
Runnstrém in entgegengesetzter Richtung von Cl und SO, weg zu J hin- 
gewandert ist. In isotonischen CaCl,-, BaCl,-, NaCl- und KCl-Lésungen 
fand Runnstrém keine Unterschiede der Senkungsgeschwindigkeit. Radsma*), 
der eine kleine Menge Salzlésung zu Rohrzucker zugab und in diesem Gemisch 
die Suspensionsstabilitat der roten Blutkérperchen beobachtete, konnte — 
ahnlich wie das bei meinen rohrzuckergewaschenen Blutkérperchen der Fall 
war — Unterschiede in der Kationenwirkung nachweisen. Seine Reihe 
zeigt freilich umgekehrte Richtung: vielleicht ist dabei das Mengenver- 
haltnis Rohrzucker: Salzlésung von Bedeutung. Seine Ionenreihe ist mit 
derjenigen von Runnstrém fast identisch, insbesondere was die Stellung 
von CNS betrifft. Raue*) untersuchte die Einwirkung vieler Elektrolyte 
und Anelektrolyte in verschiedenen Konzentrationen auf die Senkungs- 
geschwindigkeit der Erythrocyten, wobei er als Suspensionsfliissigkeit 
meist 5,4proz. Traubenzuckerlésung nahm. Nach dem Grad absteigender 
Senkungsgeschwindigkeit geordnet, konnte er bei Elektrolyten folgende 
Reihen aufstellen, wobei ich nur die auch von mir untersuchten Ionen 
auffiihre: 

SO,> Br = NO,>Cl>J 
K > Na > Ca > Ba > Mg. 


Die Unterschiede gegeniiber meinen Ergebnissen sind in der An- 
ionenreihe nur geringfiigig, in der Kationenreihe zeigt sich eine Um- 
stellung bei Na und K. 


1) Gyorgy, diese Zeitschr. 115, 71, 1921. 

2) Runnstrém, ebendaselbst 128, 1, 1921. 

3) Radsma, ebendaselbst 89, 211, 1918. 

4) Raue, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 92, 150, 1922. 
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Die Unterschiede, die im vorstehenden aufgefiihrt sind, diirften 
weitgehend erklart werden kénnen durch Verschiedenheiten der Blut- 
arten und Suspensionsgemische, insbesondere durch die recht ver- 
schiedenen angewendeten Anelektrolyte, sowie durch das sehr wechselnde 
Verhiltnis der Anelektrolytbeimischungen zu der zu priifenden Elek- 
trolytlésung. Man wird nicht fehlgehen, wenn man, entsprechend 
der erwihnten Untersuchungen der Héberschen Schule, den Ort der 
spezifischen Ionenwirkung auf die Suspensionsstabilitat der roten 
Blutkérperchen in ihren Oberflichenschichten sucht und die Art ihrer 
Wirksamkeit in einer Beeinflussung des Adsorptionspotentials der 
Zellen vermutet. Der Einflu8 des spezifischen Gewichtes der Suspen- 
sionsfliissigkeit auf die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérper- 
chen kommt erst bei stirkeren Abweichungen des spezifischen Ge- 
wichtes von demjenigen der physiologischen NaCl-Lésung zur Geltung. 


Protokolle. 


Tabelle I. 


leem Blutkérperchen + 9cem Lésung. 





Zeit Rohrzucker NaCl Zeit Rohrzucker NaCl 








0 0 0 6’ 3,5 0 

2 1 0 8 5 0 

Ree cll 0" 10 6 0,5 
Tabelle II. 

iecm Blutkérperchen in Na,SO,-Lésung gewaschen + 9ccm Lésung. 
Zeit Rohrzucker NaCl Zeit Robrzucker NaCl 
i | : 7 

oe 0 | 0 Ot et ae oe 

2 l | 0 ae | oO 

4 i 2 | 0 Mm Ff 6 | 05 
Tabelle Il. 


lecm Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung gewaschen + 9ccm Lésung. 








Zeit Rohrzucker NaCl Zeit Rohrzucker NaCl 
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Tabelle IV. 
lecm Blutkérperchen + 9ccem Salzlésung. 
Zeit NaCl NaBr NaJ | NaCNS Zeit NaCl NaBr NaJ | NaCNS Zeit 
v | 0 0 0 0 2h20’ 11 95 8 12 0 
2 | 1 1 1 15}7240 2 HU 9 13,5 20 
40 | 3 2 2 35 | 3 13 | 12 10 15 40 
1h 45 | 3 3 5 320 | 14 | 13 ll | 16 Ih 
12 6 5 45 | 65 |340 | 15 14 2 | 17 1 20 
140 | 75 | 6 5,5 85 | 4 16 15 13 | 18 1 40 
2 9 7,5 , 65 | 10 : 
Tabelle V. 
lccm Blutkérperchen in Na,SO,-Lésung gewaschen + 9ccm Salzlésung. — 1 ccm | 
Zeit NaCl NaBr NaJ |NaCNS] Zeit NaCl NaBr NaJ | NaCNS Zeit 
o 0 0 0 0 2207) C9 87H | OD 0’ 
20 1 1 1 15 240 | 11 10 9 12,5 20 
40 2.5 2 2 3 3 12 11 10 13,5 40 
Jh 3,5 3 3 4,5 320 | 135 | 125 | 11 15 Jb 
1 20 5 4,5 4 6 340 | 145 | 135 | 12 16 1 20 
140 | 65 | 55 | & | 7,5 | 4 15,5 145 | 135 | 175 1 40 
2 5 7 65 | 9 2 
Tabelle VI. 
leem Blutkérperchen in der betreffenden Salzlésung gewaschen +- 9 cem lecm 
Salzlésung. 
} Zeit NaCl NaBr NaJ | NaCNS Zeit NaCl NaBr NaJ NaCNS Zeit 
a: o || oO 0 0 0 m2 105 95 > 8 | 12 0 
“4 200 | 1 1 l 15 |} 240 | 15) 1 95 13 2 
- 40 2,5 2 2 3,5 3 13 12 10.5 14.5 4( 
a ]h 4 3,5 3 5 3 20 14 13 11,5 15,5 lh 
ce 120 | 55 4,5 4,5 65 | 340 15 14 125 | 17 1 x 
1 40 7 6 5,5 85 | 4 16 15 13,5 18 1 4¢ 
2 8.5 7,5 65 10 2 
: | 
q Tabelle VII. 
< leem Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung gewaschen + 9 ccm Salzlésung. lecn 
Zeit NaCl NaBr NaJ |NaCNS| Zeit | NaCl | NaBr | NaJ | NaCNS Zei 
0 || 0 0 0 0 2’ | 95 | 8S O75 | 105 
20 | 1 1 1 1 240 i 10 9 115 2 
40 2 2 2 a5. 42 12 115 105 | 13 4 
Ih 3 3 3 4 320 135 | 125 115 | 14 1b 
120 | 45 | 4 4 6 340 145 | 13 125 | 165 1% 
140 | 65 55 | 5 7,5 | 4 16 145 135 17,5 1 4 
2 8 7 65 = 95 - 
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Tabelle VIII. 
leem Blutkérperchen + 9cem Salzlésung. 





Zeit 


20 
40 
jh 
1 20 
1 40 


NaCl NaSO, NaNO; NaCNS] Zeit NaCl NasSO, NaNO; NaCNS 
0 0 0 0 2h 20’ ll ll 1] 12 

1 1 1 15 2 40 12 12 12 14 
2,5 2,5 2.5 3,5 3 13 13 13 15,5 
4.5 4.5 4.5 5 3 20 14 14 14 16 

6 6 6 6,5 3 40 15 15 15 17 
7,5 7,5 7,5 8.5 4 16 16 16 18 

9 9 9 10 





Tabelle IX. 


leem Blutkérperchen in Na,SO,-Lésung gewaschen + 9ccm Salzlésung. 





Zeit 


0’ 
20 
40 
]h 
1 20 
1 40 
2 


NaCl | NagSO, NaNO, NaCNS Zeit NaCl NasSOQ, NaNO; NaCNS 





0 0 0 0 2h 20’ 1] ll ll 12.5 
1 1 l 15 2 40 12 12 12 14 
2.5 2.5 2.5 3,5 3 13 13 13 15 
45 4.5 45 5 3 20 14 14 14 16 
6 6 6 7 3 40 15 15 15 17 
8 s 8 9 4 16 16 16 18 
9 9 9 10,5 
Tabelle X. 


leem Blutkérperchen in der betreffenden Salzlésung gewaschen + 9 ccm 


Salzlésung. 





1 20 
1 40 


NaCl | Na,SO,| NaNO3| NaCNS Zeit NaCl NagSO,; NaNO; NaCNS 





0 0 0 0 2h 20’ ll 11 11 12.5 
1 1 l 1,5 2 40 12 12 12 14 
2,5 2.5 2.5 3.5 3 13 13 13 15 
45 4,5 4.5 5 3 20 14 14 14 16 
6 6 6 7 3 40 15 15 15 7 
8 8 8 9 4 16 16 16 18 
9 9 9 10.5 
Tabelle XI. 


l ccm Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung gewaschen + 9ccm Salzlosung. 





Zeit 


20 
40 
]b 
1 20 
1 40 
2 





0’ 


NaCl | NajSO,, NaNO; NaCNS| Zeit | NaCl | Na,.SO,, NaNO3; NaCNS 


0 0 0 0 2 8105 105 105) 1S 
1 1 1 1 240 115 WS 115 / 13 
25 | 25 | 25 3 3 125 125 125 |) 145 
45 | 45 | 45 5 320 14 14 14 16 
6 6 6 7 340 15 15 15 17 
s 8 8 9 4 16 16 16 18 
95 95 | 95 105 
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Tabelle XII. 
lecem Blutk6rperchen + 9ccem Salzlésung. 





ta 


CsCl Zeit NaCl KCl 


0 ane” sl il 
1 240 | 12 12 
25 | 3 13 13 
45 1320 14 14 
6 340 15 15 
7,5 | 4 16 16 
9 


or 
or 
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Tabelle XIII. 
lcem Blutkérperchen in Na,SO,-Lésung gewaschen + 9ccm Salzlésung. 





Zeit NaCl 


bal 


0’ 


20 
40 
]h 
1 20 
1 40 
2 


lcem Blutkérperchen in der betreffenden Salzlésung gewaschen + 9 ccm 


Or or 


on 


OAPDPwWeS 


RbCl CsCl Zeit NaCl KCl RbCl CsCl 


2h20' 
2 40 
3 
3 20 
3 40 
4 





Tabelle XIV. 


Salzlésung. 


i] 
12 


11 11 
12 12 
13 13 
14 14 
15 15 
16 16 








1 ccm Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung gewaschen 





CsCl Zeit 


2h 20’ 
2 40 
3 
3 20 
3 40 
4 





Tabelle XV. 


KCl RbCl | CsCl 


1] 11 11 


12 12 12 
13 13 13 
14 14 14 
15 15 15 
16 16 16 


+ 9ccm Salzlésung. 








Zeit 


1S Ne 
oro ot 


or 


RbCl 


or 


Canrwe oS | 
or | 


CsCl Zeit 





2h 20" | 
2 20 | 
3 
3 20 
3 40 
+ 


NaCl | 


10,5 


11,5 
12,5 
14 
15 
16 


KCl RbCl = CsCl 
9.5 

10,5 

13 


14 
15 
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Tabelle XVI. 
leem Blutkérperchen + 9ccem Salzlésung. 





NaCl MgCl CaCl SrCl, BaCh]} Zeit NaCl MgCh| CaCl, SrCl, | BaCh 


0 
l 
2 
3 
45 
5 
6 


~ 
— 


2h20' || 9,5 7 
240 | Il 8 
3 12 9 
3 20 || 13,5 
340 145 

4 16 


— 


4) 


PwnwRes 


orcr 
> Cre Cob 
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Tabelle XVII. 
leem Blutkérperchen in Na,SO,-Lésung gewaschen + 9ccm Salzlésung. 





NaCl MgCl CaCh | SrCl BaCl | Zeit | NaCl | MgCle CaCh | SrCh BaCh 


0 2h20’. 8.5) (6,5 
240 10 7 
2 3 115 8 
3 3 20 | 12,5 9 
4 340 145 10 
5 4 16 ll 


6,5 


or 
Orcor 


Or or or or 
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Tabelle XVIII. 


Blutkérperchen in der betreffenden Salzlésung gewaschen + 9ccm 
Salzlésung. 





NaC | MgCly| CaCh | SC baCl,| Zeit NaCl MgCl CaCh SrCh BaCh 


0 
1 
| 2 
3 
4, 
6 
8 


2h20' 9,5 
240° 11 
3 12 
3 20 || 13,5 
3 40) 145 
4 16 


65 8 
9 9 
10 10 
1] 11 
12.5 | 12 


14 12,5 
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Tabelle XIX. 
1 cem Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung gewaschen -++ 9 ccm Salzlésung. 





Zeit | NaCl MgCly| CaCl | SrCl BaClo | Zit NaCl | MgCl CaCh  SrCh. BaCh 
0’ 0 
20 | 
40 

]h 

1 20 

1 40 
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Zur Frage einer potenzierten Giftwirkung 
von Schwefelkehlenstoff - Schwefelwasserstoffgasgemischen, 


Von 
Richard Fischer. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1923.) 


Durch die im folgenden beschriebenen experimentellen Unter- 
suchungen war die Frage zu beantworten, ob bei der Einwirkung be- 
stimmter Gasgemische auf den tierischen Organismus die Giftigkeit 
der einzelnen Komponenten dieser Mischungen erhéht wird. Von 
einigen Arzneimitteln und Giften sind solche Potenzierungen bekannt. 
So berichtet z. B. Fiihner') iiber derartige Beobachtungen, und Koelsch?) 
bezieht sich in einem Sammelreferat iiber gewerbliche Vergiftungen 
auf diese Arbeit Fiihners mit dem Hinweis auf die gewerbehygienische 
Bedeutung solcher Zusammenwirkungen in industriellen Betrieben. 
Daf Untersuchungen nach dieser Richtung hin mit Gasen angestellt 
worden sind, ist nicht zu unserer Kenntnis gekommen. 

Wir haben zwei Gase gewihlt, deren toxische Eigenschaften durch 
experimentelle Untersuchungen im einzelnen bekannt sind: Schwefel- 
wasserstoff und Schwefelkohlenstoff. Uber beide Kérper liegen unter 
anderem ausfiihrliche Arbeiten von K. B. Lehmann, Wiirzburg?), vor, 
auf die an dieser Stelle besonders hingewiesen sei, weil wir uns spiter 
haufig darauf beziehen werden; ebenda finden sich auch zahlreiche 
Literaturhinweise auf friiher erschienene Arbeiten. Uns sind in der 
Literatur nur zwei Stellen bekannt geworden, die auf eine Wirkung 
von Gasgemischen auf den Organismus hindeuten. Die eine Angabe 
findet sich bei Lehmann in seiner Arbeit iiber CO, auf 8.73, wo er 
sagt: ,,... wenn ich auch theoretisch zugeben kann, daB vielleicht 
die Giftigkeit von Schwefelkohlenstoff durch einen bedeutenden Gehalt 
an Schwefelwasserstoff noch etwas gesteigert werden kénnte“. Lehmann 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 25, S. 915. 
*) Ebendaselbst Nr. 48, S. 1671. 
8) K. B. Lehmann, Arch. f. Hyg. 14, 135ff., 1892; 20, 26ff., 1894, 
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nimmt also zu dieser Frage sehr vorsichtig und, wie wir sehen werden, 
mit Recht, Stellung. Die zweite Angabe macht Zangger'): ,,Die Er- 
héhung der Giftigkeit bestimmter Stoffe durch andere ist eine Tat- 
sache, die heute viel zu wenig beriicksichtigt wird, trotzdem die physi- 
kalisch-chemischen Untersuchungen iiber Diffusionserhéhungen solche 
Verainderungen durch dritte Stoffe unzweifelhaft nachweisen lassen. 
Im folgenden bezieht er sich auf derartige Potenzierungen bei Gemischen 
von CO, und CO, sowie CO, und H,8. Uns sind, wie bereits oben 
erwaihnt, andere derartige, sich auf Gasmischungen beziehende Arbeiten 
nicht bekannt. 


Die Versuchsanordnung. 


Die von uns benutzte Versuchsanordnung, die sich, was die Zufiihrung 
von (S,-Dimpfen anbetrifft, an die Lehmannsche Methodik hilt, war 
folgende: 

Der Frischluftstrom wurde nach Passage einer Gasuhr durch ein Y-Rohr 
geteilt. Der eine, engere Schenkel dieses Stromes, dessen Weite noch durch 
eine Schraubklemme reguliert werden konnte, wurde durch einen bis zur 
Halfte mit CS, angefiillten Kolben geleitet, den er mit C 8,-Dampfen beladen 
wieder verlieB. Dieser Kolben war in gekiihltes Wasser von konstant 
gehaltener Temperatur eingestellt, so daB einmal durch die hierdurch 
bedingte gleichmiBige Verdunstung des CS,, dann aber auch durch das 
weitere SchlieBen oder Offnen der oben erwihnten Schraubklemme eine 
moéglichst gleichbleibende Zufiihrung von CS8,-Dampfen gewahrleistet war. 
AuBerdem wurde es durch diese Versuchsanordnung erméglicht, bei Kontroll- 
versuchen immer die gleiche Menge C8, zur Verdunstung zu bringen. Durch 
den weiteren Schenkel des getei|ten Frischluftstromes wurde die reine Luft 
geleitet. Kurz vor der Wiedervereinigung des Frischluftstromes mit dem 
CS,-Dampfstrom wurde der H,S durch ein Y-Rohr zugefiihrt; unmittelbar 
hiernach erfolgte die Uberleitung der so kombinierten Gase in eine Glas- 
glocke von 28 Liter Inhalt. Ein im Dach der Glocke angebrachter, elektrisch 
betriebener Ventilator sorgte fiir griindliche Verteilung der Luft im Glocken- 
innern. Der H,S wurde im Kippschen Apparat in bekannter Weise dar- 
gestellt und nach Uberleitung in eine Gasbiirette durch H,S-Wasser aus 
dieser in genau abzulesender Menge in das Rohrsystem getrieben. An anderer 
Stelle?) ist diese die H, S-Zufiihrung betreffende Apparatur genau beschrieben 
und illustriert, nur hat man in unserem Falle an Stelle des dort beschriebenen 
Gasometers den Kippschen Apparat und als Steigfliissigkeit in der Gas- 
biirette (Inhalt der Mariotteschen Flasche) H,S-Wasser zu setzen. 

Zur Bestimmung des Prozentgehalts der Luft an CS, wird das Gewicht 
des mit Schwefelkohlenstoff gefiillten Kolbens unmittelbar vor und nach 
dem Versuch (nach sorgfaltigem Abtrocknen) auf der analytischen Wage 
festgestellt. Der Korkstopfen, welcher nach Behandlung mit Paraffin sehr 
gut schloB, wurde dabei auf dem Kolben belassen und samt den ihn durch- 
bohrenden zwei Glasréhren mitgewogen, um die Fehlerquellen durch Ver- 


1) Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 5, 1910, 8.51 des Sonder 
abdrucks. ‘ 
2) R. Fischer, diese Zeitschr. 125, 17. 
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dunsten des CS, aus der relativ weiten Kolbenéffnung méglichst zu 
reduzieren. Die Differenz des Gewichts vor und nach dem Versuch ergibt 
die Menge des verdunsteten CS,. Hieraus, sowie aus der durch die Gasuhr 
angegebenen Literzahl Luft la48t sich der Prozentgehalt durch Division 
berechnen. Der H,S-Gehalt kann ebenfalls in einfacher Weise aus der 
Anzahl der verbrauchten Kubikzentimeter H,8, wie sie die Skala der Gas- 
biirette anzeigt, und der Literzahl der Luft ermittelt werden. Luftanalysen, 
wie sie Lehmann angestellt hat, wurden nicht vorgenommen. Seine Resultate 
stimmen aber mit den unseren, wie unten gezeigt werden wird, gut iiberein, 
so daB wesentliche Fehlerquellen bei unserer Versuchsanordnung nicht 
bestehen diirften. 


Die Tierversuche. 


Die Anordnung der Tierversuche, bei denen mir Herr Professor Dr. 
Joachimoglu durch seinen Rat wertvolle Unterstiitzung lieh, wofiir ich ihm 
an dieser Stelle meinen ergebensten Dank ausspreche, war folgende: 

Drei Kaninchen gehérten jedesmal zu einer Versuchsgruppe. Von 
diesen Tieren wurde eins mit H,S, das zweite mit CS, und das dritte mit 
einem Gemisch behandelt, welches diese Komponenten in méglichst gleicher 
Menge enthielt. Derartige Versuchsgruppen wurden nun bei steigenden 
Konzentrationen aufgestellt. Traten nach weniger als 3 Stunden bei dem 
Versuchstier bedrohliche Erscheinungen (Kollaps) auf, dann wurde der 
Versuch abgebrochen und dieses Anzeichen der Giftwirkung, sowie die Zeit 
bis zu seinem Eintritt als MaB fiir die Intoxikation genommen, wobei es 
selbstverstandlich erscheint, daB man im Hinblick auf die Individualitat 
eines jeden Organismus bei der Festsetzung dieses MaBes eine gewisse 
Breite desselben annehmen mu. Es wire noch nachzutragen, daB fast 


durchweg fiir jeden Versuch frische Tiere verwandt wurden; war dies in 
Einzelfallen nicht méglich, so lag zwischen der wiederholten Verwendung 
eine Ruhezeit von mindestens 3 Wochen. Eine mehr als zweimalige Ver- 
wendung eines Tieres fand nicht statt. Es folgen nun die einzelnen Versuchs- 
gruppen, nach steigenden Konzentrationen geordnet. 


Gruppe I. 











Dauer Symptome 
Tier | Datum || Gas || Konzentration | in Cet bs Corot ee 
py ici sali ll Min. wihread des Versuchs | nach d. Versuch 


vi 10. XI. |H,S 0,240 Prom. | | 180 | eo = 60 Minuten — Keine 
‘ aubewegungen, nac 
(2,05 kg) 1921 | i 150 Masten desgicich. 
| zuweilen Lecken der | 
| Schnauze (und kurz ans | 
dauernde, geringe Un- 
ruhe) | 
V. |9XI. cs, / 31 mg im 180 | Aufer _bisweilen auf- | Keine 


(2,17 kg)| 1921 | Liter wateatiom an on | 


beweg keine Symp: | 
| i tome. it der 105. | 
| | Minute etwas schlafrig. | 
ILI. | 8.XI. HS] 0,254 Prom. | 180 || Nach 116 Minuten etwas | Keine 
‘ » |i ¢ sc ». vorher zus| 
(2,03 kg) 1921 CS, 2,84 mg aa lode | 
| Schnauze. Nach 135) 
Minuten geringe Un: | 
ruhe, hiernach wieder 
Schlafrigkeit 
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dou Gruppe I. (Fortsetzung.) 
‘gibt " 
suhr Dauer Symptome 
sion Tier Datum Gas _ Konzentration in 
der Min. wahrend des Versuchs | nach d. Versuch 
Fas - 
K. B. Lehmann. 
sen, 
tate Seite 159 | H,S'|| 0.21 Prom. — Bei Versuchsdauer von | Keine 
¥ Ubersichts: || a 8 Stunden, aufer Dys- 
ein, tabelle II | | pnoe, keine nennenss 
icht a a eS || werten Storungen 
Seite 55 CS, | 264mg im| — Keine wesentlichen Sto- 
Ubersichts- | Liter i] | rungen bei Versuchs- 
tabelle II || } || dauer von 9 Stunden 
Gruppe IT. 
0g II. | 24. X.) H,S) 0,425 Prom. 180 Lecken der Schnauze, | Keine 
im » aubewegungen. et. 
(1,8 kg) 1921 minderung der Atem- 
frequenz. Zieht gegen 
Ton p e Pang ® Versuches 
. 6fter den Kopf in den 
mit Nacken 
her IV. 4.XI. CS, 498 mg 180  Gegen Ende d. Mage Keine 
r as v5 vereinzelt Lecken der 
len (2,15 kg) 1921 Schnauze und Kau: 
em y : , bewegungen , 
lor I. 14.XI. H,S 0,484 Prom. 180 core ungen, Lecken Keine 
P : er Schnauze; gegen 
eit (1,9 kg) 1921 CS, 4,81 mg Ende des Versuches 
Anzeichen geringer 
es Dyspnoe und Andeu- 
“At tungen von leichtem 
Opisthotonus 
se 
ist K. B. Lehmann. 
in Seite 159 H,S 0.47 Prom. 375. In den ersten Stunden 
n Ubersichts- Absinken der Atem- 
8 tabelle Il frequenz. In d. letzten 
r- Stunde zunehmende 
“i : Dyspnoe, d. Bestreben 
‘ sich aufzuricht., Exitus 
H,S\ 045 Prom. 160 Erste 2 Stunden ruhig, Sehr langsam. Er- 
b. abnehmender Atem- holung. Noch 
frequenz.Dannkrampf-| nach 3) Std. 
haftes Aufrichten und schwere Reiz- 
folgende Krampfe erscheinungen 
= Seite 55 CS, 4,7 mg 180 Keine wesentlichen Keine 
Ubersichtss Stérungen 
es tabelle II 4.3 mg 180 Etwas Unruhe, Lecken Keine 
h der Schnauze, nachher 
‘. etwas Schwanken 
Gruppe III. 
V. 13. X. H,S 0.442 Prom. 180 Abnahme der Pye 7 Atmung einige 
HI quenz von 52 auf 24 Stunden etwas 
(2,05 kg) | 1921 innerhalb 2 Stunden, rochelnd, im 
i Lecken der Schnauze, ubrigen kein 


zuweilen Zukneifen der krankhafter 
Augen, In den letzten Befund 

15 Minuten Atmung 48, 

bei jedem Atemzug 

wird der Kopf etwas 

vorgestreckt u. d. Maul 

gedffnet. Andeutung 

von Opisthotonus 


VIII. 11.X. CS, 7,22 mg 180 Innerhalb der en Keine 
(2,20 kg) | 1921 2 St ruwelen Lecken 


bewegungen und ge- 
ringe kurz andauernde 
Unruhe. In der letzten 
Stunde sitzt das Tier 
schlafrig da 
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Gruppe IIT. (Fortsetzung.) 





Dauer Symptome 
Tier Datum | Gas | Konzentration in 


in. ‘wahrend des Versuchs nach d. Versuch 


VI. 15.X. H.S 0,493 Prom. 180 | | innerhalb der ersten | Nach 11/5 Stun- 
185k) 1921 ¢ S 82] 165 Minuten Lecken  denist das Tier 
(1,85 kg : am a4 ME der Schnauze, Kaus noch etwas 
bewegungen, geringe dyspnéisch 
Unruhe und zuletzt 
Vorstrecken d. Kopfes 
und Offnen des Maules 
bei jedem Atemzug. 
In den letzten 15 Min. 
sitzt das Tier mit auf- 
gestiitzten Vorder: 
foten und erhobenem 
copf da. Atmung wie 


oben. | 
K. B. Lehmann. 
H,S) 0,43 Prom. | Siehe Gruppe II 
0,47 Prom. || : 
Seite 56 CS,) 7,6mg | 3h 30"; Nach Mp Std. leichtes,| Nach 1 Stunde 


Ubersichts- 


nach 2 Std. starkeres Erholung 
tabelle Il 


Schwanken, dann 
Seitenlage, leichte Kon- 
vulsionen, schlieSlich | 
schlaffe Seitenlage 

7,44 mg 3h 10’ Nach 1/. Stunde etwas Erholt sich ziems 
Schwanken, nach 40 lich rasch 
Minuten verdrehte 
Seitenlage, aus der es 
sich nur noch einmal 
fiir einen Moment auf: 
richtet 

Gruppe IV. 
IV. 22. 1X. H,S | 0.5 Prom. 99 gh nt sere 20 en | Keine 
HI «schleunigung der At: 
(1,8 kg) 1921 | mung, pa ah und | 


| Wischen der Schnauze. | 
{| | || Dann Abnahme der | 
I 


|| Atem’ uenz und | 

|| ruhiges Verhalten | 
5. 113. LX. | ICS, boas mg 97 ||In der ersten Stunde | Unvermégen zu 
(2 kg) 1921 Lecken der Schnauze, laufen. In 30 


frequent. Atmung (270). Minuten’ Er- 
|| Dann zunehmende Be- | holung 
|| nommenheit, Schwans 
|| kungen, Unruhe, Opis- 
i thotonus, Dyspnoe, | + 
Zittern, Seitenlage 
VII, | 27.X. HS) 0,54 Prom, | 95 | Nach 1 Stunde Dyspnoe | Unvermégen, 7u 
N] un ndeutun von auten. etlexe 
(1,9 kg) 1921 C 8, 13,5 mg Opisthotonus. . Dann lebhaft. Beim 
allmahblich starker wers| Hochheben tos 
dende Unruhe, Schwans | nisch. Krampfe 
| kungen , Krampfe,| Atmung bessert 
I Seitenlage. sich. In 40 Min. 
i| || Schnappende Atmung  Erholung 


K. B. Lehmann. 


| H,S)| 0,73 Prom. || || Siehe Gruppe IT | 
I | 0,47 Prom. | 
CS, | 10,4 mg 180 || Nach 75 Minuten keine | Erholt sich ziem- 


Stérung, nach 90 Min.| lich rasch 
i| * || Sehwankungen, nach) 
100 Minuten Seitenlage, 
die nicht mehr vers 
andert wird. Nach 3 
Stunden Atmung 26, 
| Tier reflexlos 
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Gruppe V. 





Dauer 
Konzentration in 
Min. 


Symptome 


Tier Datum | Gas 


wahrend des Versuchs _ nach d. Versuch 


Il. 16. TX. H.S 0.78 Prom. 110 ||Innerhalb = der ersten | Nach einiger Zeit 


(2kg) | 192] 


Stunde zuweilen Lecken 
der Schnauze und bald 
voriibergehende leichte 


etwas dys« 
pnoisch, dann 
vollige Erho- 


Unruhe. Nach der 
ersten Stunde ab: 
wechselnd starkere Un- 
ruhe und ruhiges Da- 
sitzen. Etwas Dyspnoe 
der ersten Stunde 
Lecken der Schnauze, 
frequent. Atmung (270). 
Dann zunehmende Be- 
nommenheit, Schwan- 
kungen, Unruhe, Opis- 
thotonus, Dyspnoe, 
Zittern, Seitenlage 
Zunachst Lecken’ der 
Schnauze, Kaubewe- 
gungen, zuweilen Un- 
ruhe u. Benommenheit, 
dann Schwankungen, 
Abnahme der Atem- 
frequenz. Opisthoto- | 
nus, Zittern, Seitenlage | 


lung 


Unvermégen zu 
laufen. In 'p 
Stde. Erholung 


CS, 131mg 97 In 


Verlangsamt. Re- 
exe. Unvers 
mogen zu lau- 
fen. Atmung 
rochelnd. Beim 
Hochheben d. 
Tieres tonisch. 
Krampfe. Er 
holung inner: 
halb v. 11/, Std. 


III. 
(1,98 kg) 


20. 1X. 
1921 


0,70 Prom 
14,2 mg 


H,S 110 
© 


2° 
5, 


| 


K. B. Lehmann. 


0.75 Prom. || 265 || Nach 40 Minuten Dys- 
| : pnoe, nach 4 Stunden 
Ubersichtss | unter einigem Schwan- 
tabelle II || ken Umsinken auf die 
i} Seite. Tod nach starker | 
Dyspnoe und einigen 
tonischen Zuckungen 
im Opisthotonus 
230 | Nach 2!/2 Stunden Dys- 
pnoe, nach 3 Stunden | 
10 Minuten Wialzbe: | 
wegungen, ruhiges Da: 
liegen, Konvulsionen | 
|| angedeutet. Exitus | 
H,S}| 0,76 Prom. 10 || Nach 2 Minuten Walz. 
} bewegungen, Nystag- 
i| mus. ach 10 Min. 
i unvermdégend sich auf: 
| zurichten 


Siehe Gruppe IV 


Seite 


H,S 
159— 160 


I 


|H,S) 0,71 Prom. 


| Erholung inners 
halb 1 Stunde 


\| i ] 
| | @S,| 10,4 mg 


Zunachst sollen die Versuchsgruppen einzeln betrachtet und dann 
zusammenfassend beurteilt werden. 

In Gruppe I zeigen die Versuchstiere sowohl bei dreistiindiger 
H,8- wie CS,-Einwirkung (0,24 Prom. bzw. 3,1 mg) keine wesentlichen 
Symptome. Bei H,S iiberwiegen vielleicht die Reizerscheinungen 
(Kaubewegungen, Lecken, etwas Unruhe) um ein geringes. Bei CS, 
dagegen macht sich im letzten Drittel des Versuches eine  geringe 
Schlafrigkeit bemerkbar. Wesentliche Erscheinungen traten jedenfalls 
nicht auf, Nachwirkungen iiberhaupt nicht. Die Lehmannschen Be- 
funde bei entsprechenden Dosen decken sich mit unseren Resultaten. 
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Bei der Kombination beider Gase finden wir die Wirkungsweise der 
einzelnen Komponenten addiert, d. h. der leicht narkotische Einflu8 
des CS, wird zuweilen von der Reizwirkung des H,'8 unterbrochen. 
In Gruppe II traten bei H,S-Einwirkung (0,425 Prom. 3 Stunden 
lang) deutliche Anzeichen einer Vergiftung auf, so Herabsetzung der 
Atemfrequenz, Andeutungen von Opisthotonus. CS, zeigte bei 4,98 mg 
im Liter Luft nur gegen Ende des Versuches geringe Anzeichen einer 
Kinwirkung (Lecken der Schnauze, Kaubewegungen). Die Mischung 
beider Gase wirkte fast ebenso wie H,S allein. Auch hier hat eine 
Potenzierung nicht stattgefunden. Auf eine Addition laBt vielleicht 
das Auftreten von geringer Dyspnoe schlieBen. Nachwirkungen traten 
nach allen drei Versuchen nicht auf. Von den entsprechenden Ver- 
suchen Lehmanns zeigt bei H,S der eine (0,47 Prom.) die gleichen 
von uns gefundenen Symptome in den ersten Stunden. (Bei sechs- 
stiindiger Versuchsdauer, d. h. bei doppelt so langer Einwirkung trat 
Exitus auf.) Ein zweites Versuchstier Lehmanns zeigte bei 0,45 Prom. 
in den ersten 2 Stunden ein ahnliches Verhalten, nach 160 Minuten 
traten Krampfe auf. Die Erholung ging bei diesem Tiere sehr langsam 
vor sich. Daf sich auch unsere Versuchstiere nicht mehr weit von 
diesem Krampfstadium befanden, darauf wiesen die Andeutungen von 
Opisthotonus sowohl im H,S- wie im H,S + CS,-Versuch hin. Die 
Resultate von Lehmanns C§8,-Versuchen bei einem Gehalt von 4,7 
und 4,3 mg CS, im Liter Luft ergaben bei einer Versuchsdauer von 
3 Stunden geringe Unruhe, Lecken, nachher etwas Schwanken; keine 
Nachwirkungen. Mit Ausnahme des Schwankens haben auch wir bei 
entsprechender Dosis dieselben Erscheinungen angetroffen. 

Die Einwirkungsdauer bei der dritten Versuchsgruppe betrug 
ebenfalls 3 Stunden. Bei einem H,S8-Gehalt von 0,44 Prom. traten 
Verminderung der Atemfrequenz und Reizerscheinungen, wie Lecken 
der Schnauze und Zukneifen der Augen, auf. In den letzten 15 Minuten 
des Versuches wurde Dyspnoe und Andeutung von Opisthotonus beob- 
achtet. CS, bewirkte in einer Konzentration von 7,12 mg im Liter 
Luft innerhalb der ersten 2 Stunden nur geringe Reizerscheinungen 
(Lecken der Schnauze, Kaubewegungen und etwas Unruhe). In der 
dritten Stunde macht sich eine narkotische Wirkung bemerkbar. 

Die Mischung beider Gase ruft Symptome hervor, die denjenigen 
der reinen H,S-Wirkung fast vdllig gleichen. Die heftigen, durch 
H,S bedingten Reizerscheinungen iiberdecken die narkotischen Eigen- 
schaften des CS, véllig. Eine Andeutung dieser privalierenden Reiz- 
wirkung fanden wir schon bei Gruppe I. Als Nachwirkung war bei 
H,S und bei H,S + CS, eine wenige Stunden anhaltende geringe 
Dyspnoe zu verzeichnen. Das dem C§, allein ausgesetzte Tier zeigte 
nach dem Versuche normales Verhalten. 
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Fir die der Gruppe III entsprechenden Lehmannschen Versuths- 
ergebnisse gilt hinsichtlich des H,S das bei Gruppe II erwahnte. Die 
CS,-Einwirkung war nach Lehmann eine intensivere. Starkeres 
Schwanken, Seitenlage und Konvulsionen haben wir nicht beobachten 
kénnen; die Erholung auf diese recht schweren Erscheinungen erfolgte 
relativ schnell. 

In Gruppe IV wurde zuerst von der Innehaltung einer dreistiindigen 
Beobachtungszeit abgesehen, da bereits nach 97 Minuten wahrender 
Einwirkung eines CS,-Gehaltes von 13,1 mg im Liter Luft bedenkliche 
Symptome auftraten (Opisthotonus, Zittern, Seitenlage und anderes). 
Diese Intoxikationserscheinungen sowie die Zeit bis zu ihrem Auf- 
treten muBten beim vergleichenden Versuche mit den gemischten Gasen 
als empfindlicherer Gradmesser betrachtet werden als die Feststellung 
des im dreistiindigen Versuche etwa erfolgten Exitus; auBerdem lassen 
sich bei jener Methode auch noch die Nachwirkungen vergleichsweise 
verwerten. Die angewandte H,S-Konzentration von 0,5 Prom. léste 
nach 99 Minuten bei dem Versuchstiere zunichst Atembeschleunigung 
nebst Reizerscheinungen wie Lecken und Wischen der Schnauze aus; 
spater wurde bei ruhigem Verhalten des Tieres die Atmung langsamer. 

Hinsichtlich der Versuche Lehmanns mit den entsprechenden 
Konzentrationen gilt fiir H,S das bei Gruppe II Gesagte (0,45 bis 
0,47 Prom.). Fir CS, muBte zum Vergleich die starkste bei Lehmann 
angewandte Konzentration von 10,4 mg im Liter Luft herangezogen 
werden; es traten hierbei nach 90 Minuten Schwanken, nach 100 Minuten 
Seitenlage auf, in Ubereinstimmung mit unseren Versuchsergebnissen. 
Als Nachwirkung gibt Lehmann bei CS, ziemlich rasche Erholung an; 
auch unser Versuchstier zeigte nach 30 Minuten keine Krankheits- 
erscheinungen mehr. 

Wie aus Gruppe IV zu ersehen, findet man bei Mischung beider 
jase in den oben genannten Konzentrationen die Symptome der 
reinen CS,-Wirkung fast unverindert wieder. Auch die Erholungs- 
zeit nach dem Versuche weist mit 30 bzw. 40 Minuten keinen wesent- 
lichen Unterschied auf. Bei den stiirmischen Erscheinungen der C8,- 
Intoxikation kann die H,S-Wirkung in der hier angewandten Konzen- 
tration und Dauer nicht zum Ausdruck kommen, zumal hier ja auch 
beide Gifte in derselben Richtung, namlich reizend angreifen. Auch 
diese Versuchsgruppe zeigt, daB eine Potenzierung der Wirkung nicht 
stattgefunden hat. 

In Gruppe V wurde dieselbe Konzentration der CS,-Dampfe so- 
wohl einzeln als auch gemischt verwandt, wie bei GruppeIV. Der 
CS8,-Einzelversuch ist der letztgenannten Gruppe entnommen und hier 
in Gruppe V noch einmal aufgefiihrt. Der H,S-Gehalt betrug bei 
den Versuchen der Gruppe V 0,78 bzw. 0,70 Prom. bei einer Einwirkungs- 
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dauer von 110 Minuten. Es zeigten sich hierbei nur leichtere Symptome, 
wie Lecken der Schnauze, etwas Unruhe, maBige Dyspnoe. Die Er- 
holung ging rasch vonstatten. Von den zum Vergleich angefiihrten 
Lehmannschen Versuchen stimmen die beiden ersten mit unseren Er- 
gebnissen insofern gut iiberein, als sich wihrend der Dauer unseres 
H,S-Versuches (110 Minuten) keine schweren Vergiftungserscheinungen 
zeigten. Das in dem dritten Versuch von Lehmann benutzte Tier scheint 
eine besonders starke Empfindlichkeit gegen H,S besessen zu haben; 
denn schon nach 2 Minuten traten Walzbewegungen und Nystagmus 
auf. Kine derartige Empfindlichkeit scheint jedoch aus dem Rahmen 
des Normalen herauszufallen, wie man sowohl auf Grund der iibrigen 
Versuche Lehmanns als auch der unserigen schlieBen darf. 

Vereinigt man CS,-Dampf mit H,S in der oben genannten Kon- 
zentration, so ergibt sich im Tierversuche fast genau die Kopie der 
reinen C8,-Einwirkung. Eine potenzierte Wirkung konnte nicht beob- 
achtet werden; trat doch im Gegenteil das Umsinken des Tieres fast 
', Stunde spiter auf bei etwas héherer CS,-Konzentration als im 
ungemischten C§S,-Versuche. 

Von der Verwendung noch stirkerer Konzentrationen wurde ab- 
gesehen; denn es hatte jetzt sinngemiB die H,S-Konzentration bei 
gleichbleibender CS,-Konzentration erhéht werden miissen. Derartig 
hohe Konzentrationen rufen aber nach Versuchen von Lehmann (A. H. 
14, 160) fast augenblicklich schwerste Vergiftungserscheinungen hervor, 
sind also in Mischung mit anderen Gasen zur Beobachtung auf eine 
eventuelle potenzierte Wirkung nicht geeignet. 

Vergleicht man die Ergebnisse aller fiinf Versuchsgruppen, so 
geht daraus iibereinstimmend hervor, daB eine potenzierte Wirkung 
von CS,—H,8-Gemischen gegeniiber der Wirkung der unvermischten 
Gase nicht vorliegt. Die Frage, ob und wie sich die beiden Kompo- 
nenten tiberhaupt becinflussen, ist héchstens im Sinne einer Addition 
zu beantworten (Gruppe I und II). Bei Gruppe III ist eine Addition 
der Wirkungen wohl aus dem Grunde nicht wahrzunehmen, weil die 
stirkeren Reizerscheinungen des H,8 derart iiber eventuelle narkotische 
Kinfliisse des CS, iiberwiegen, daB letztere in der Versuchszeit von 
3 Stunden nicht zur Geltung kommen kénnen. Dieses Bild andert sich 
jedoch in Gruppe IV und V. Hier ist die Giftigkeit eines CS,-Gehaltes 
von 13,1 bzw. 14,26 mg im Liter in der Zeit von 95 bis 111 Minuten 
ausschlaggebend; die Einwirkung einer H,S-Konzentration von 0,5 
bzw. 0,7 Prom. kommt hier nicht einmal hinsichtlich einer Addition 
der Giftwirkung in Frage, geschweige denn im Sinne einer Potenzierung. 


Es bliebe noch die Frage zu beantworten, ob H,S- und CS8,- 
Dimpfe in Mischung vielleicht Reaktionen miteinander eingehen, so 
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daB schlieBlich die Versuchstiere unter der Einwirkung dev gemischten 


(jase ganz anderen Gasmengen als den berechneten ausgesetzt waren 
(oder iiberhaupt einem anderen aus. der Reaktion resultierenden Koérper). 

Hierzu diente folgender Versuch: 

In einer Hempelschen Biirette werden 150 com H,S mit dem gleichen 
Volumen fliissigen Schwefelkohlenstoffs zusammengebracht. Unter Auf- 
hrausen wird das H,S-Volumen sofort bis auf wenige Kubikzentimeter 
reduziert. Der CS, riecht stark nach Schwefelwasserstoff und schwarzt 
im Augenblick ein dariiber gehaltenes Bleiacetatpapier. Erwiarmt man jetzt 
den CS, wenige Minuten lang vorsichtig bis zum Sieden, so ist danach kein 
H,S-Geruch mehr wahrnehmbar, Bleiacetatpapier bleibt unverandert. 
Hieraus ergibt sich, daB es sich nur um eine Lésung des H, 8 in C8, gehandelt 
liat und nicht um eine chemische Reaktion. Die Versuchstiere waren also 
in den Gasgemischen den sich gegenseitig nicht beeinflussenden Komponenten 
ausgesetzt, wie das auch aus den Ergebnissen hervorgeht. 

Was den praktischen Nutzen der oben beschriebenen Unter- 
suchungen anbetrifft, so zeigen sie uns, dafS man beim Zusammen- 
treffen von H,S und C§, in industriellen Betrieben eine besondere 
toxische Wirkung des Gasgemisches nicht anzunehmen hat. Wie diese 
Verhialtnisse bei Verwendung anderer in Fabrikbetrieben haufig vor- 
kommender Gase oder Dampfe liegen, 14Bt sich verallgemeinernd 
hieraus nicht schlieBen. Vielleicht’ gibt die vorliegende Arbeit An- 
regung zu weiteren experimentellen Studien auf diesem fiir die Ge- 
werbehygiene wichtigen, Gebiete. 
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